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ZUSAMMENFASSUNG 
Seit einigen Jahren wird deutschlandweit immer wieder über das Auftreten schleimiger, schwarzer Beläge an 
Zapfstellen in Trinkwasserinstallationen berichtet. Erste mykologische Untersuchungen wiesen darauf hin, dass 
es sich bei den Verursachern der Beläge um askomyzetale „schwarzen Hefen“ aus der Familie der Herpotrichiel-
laceae handelt, in der neben zahlreichen Umweltspezies auch einige opportunistische Krankheitserreger sowie 
einige pathogene Spezies (z. B. Cladophialophora bantiana, C. modesta, Rhinocladiella mackenziei [biosafety 
level 3, BSL3], Exophiala dermatitidis [BSL2]) vorkommen. 
Aus Sicht der Wasserversorgungsunternehmen stellte sich deshalb die Frage, (i) welche Schwärzepilze in wel-
chen Anteilen an der Biofilmbildung beteiligt sind, und ob diese zu den bekannten pathogenen Arten gehören. 
Weiterhin war von Interesse, wie (ii) der Eintrag dieser an die Auslaufarmaturen erfolgt. Schließlich sollte der 
Frage nachgegangen werden, (iii) welche besonderen Bedingungen die Entwicklung der Biofilme begünstigen, 
und (iv) wie diese verhindert werden kann. 
 
Die Identifizierung schwarzer Hefen und verwandter Spezies aus der Familie der Herpotrichiellaceae gestaltet 
sich äußerst schwierig. So führen weder klassisch-morphologische noch physiologische Identifizierungskriterien 
zu verlässlichen Ergebnissen. Molekularbiologische Verfahren sind häufig durch die mangelnde Qualität der in 
öffentlichen Datenbanken hinterlegten Sequenzdaten sowie durch die oft fehlerhafte Spezifizierung der zugrun-
deliegenden Organismen limitiert. 
Daher wurde zur Spezifizierung der Herpotrichiellaceae zunächst grundlegend eine sequenzbasierte Methode 
mit 103 „Barcode-Identifiern“ (27-50 bp) auf Basis der Domäne 2 der Internal Transcribed Spacer 2 Region 
(ITS2) der nukleären rDNA etabliert. 
 
Um quantitative Daten zur Zusammensetzung der Biofilme zu erhalten, wurde bei 13 typischen Biofilmen eine 
Metagenomanalyse (Tag Encoded FLX Amplicon Pyrosequencing, TEFAP) unter Verwendung des ITS2-Lokus 
durchgeführt. Diese molekularbiologische Methode erlaubt, die Anteile verschiedener Spezies aufgrund der 
Unterschiede in der Zielsequenz semiquantitativ zu erfassen. Vergleichend dazu wurden die Anteile in den ent-
sprechenden Biofilmen zur Kontrolle durch Ausplattieren auf Sabouraud Glukose Agar mit Chloramphenicol 
(SGA) und Erythritol-Chloramphenicol-Agar (ECA) kulturell analysiert. 
In 12 der 13 analysierten Biofilme konnte die schwarze Hefe Exophiala lecanii-corni nachgewiesen werden, 
wobei sie in zehn der 13 analysierten Proben mit einem Anteil von bis zu 99% - unabhängig von der Methode - 
auch die dominante Spezies war. Dabei erwies sich das TEFAP als erfolgsversprechende Methode zur semiquan-
titativen Analyse von Pilzen in Biofilmen. Exophiala lecanii-corni kann damit als Hauptverursacher der beo-
bachteten schwarz pigmentierten Biofilme an den Zapfstellen gelten. 
 
Das Vorkommen von Pilzen (Hyphomyzeten) in Trinkwasserversorgungssystemen ist in zahlreichen Studien 
belegt.
 
Da somit das Trinkwasser als Eintragspfad für biofilmbildende Schwärzepilze zunächst nicht ausge-
schlossen werden konnte, wurde ihre Verbreitung im Trinkwasserversorgungssystem durch Kultivierung auf 
SGA und ECA erstmals systematisch erfasst. 
In 96% aller untersuchten Wasserproben (Hausanschluss, n=50, 1 L) konnten Schwärzepilze nachgewiesen wer-
den, wobei deren Keimzahl in der Regel < 20 KBE/L lag (Bereich: 1 - >200 KBE/L). Die dominierende dunkel 
pigmentierte Spezies im Verteilungssystem war Cadophora malorum, die in 74% der Proben nachgewiesen 
wurde, gefolgt von Alternaria sp. und Exophiala castellanii (28% bzw. 26%). Aus keiner der Wasserproben 
konnte jedoch E. lecanii-corni isoliert werden, die die dominante Spezies in den untersuchten Biofilmen darstell-
te. Somit ist ein anterograder Eintrag unwahrscheinlich, und man muss in erster Linie von einem retrograden 
Eintrag der ursächlich für die Biofilmbildung verantwortlichen Pilze ausgehen. 
 
Wichtiger Kofaktor für die Entwicklung der schwarzen Biofilme könnten flüchtige organische Verbindungen aus 
der Raumluft (z. B. Reinigungsmittel, Duftstoffe) sein, die den Pilzen als Kohlenstoffquelle dienen. Für E. le-
canii-corni konnte durch die Aufnahme vergleichender Wachstumskinetiken gezeigt werden, dass Essigsäure 
und Ethanol, als gängige Bestandteile von Reinigungs- (Entkalker) und Desinfektionsmitteln, in geringer Kon-
zentration als einzige Energie- und Kohlenstoffquelle genutzt werden können. 
 
Ein weiterer Kofaktor könnte der Phosphateintrag bei der Dosierung von Korrosionsinhibitoren zum Trinkwas-
ser sein. Ebenfalls durch vergleichende Wachstumskinetiken konnte für acht an der Biofilmbildung beteiligte 
Pilzspezies eine wachstumsbegünstigende Wirkung des Phosphats von ≥1,5 mg/L PO43- im Kulturmedium er-
mittelt werden. 
 
Die beobachteten Biofilme erweisen sich als äußerst hartnäckig und bilden sich, trotz gründlicher mechanischer 
Reinigung, in der Regel innerhalb weniger Wochen neu aus. Dabei eignen sich Reinigungsmittel auf Basis orga-
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nischer Säuren oder Alkohol nur bedingt zur Bekämpfung der schwarzen Biofilme, da sie von den beteiligten 
Pilzspezies als Kohlenstoffquelle genutzt werden können. Mittel auf Chlor- oder Peroxid-Basis sind zwar wirk-
sam, dabei allerdings äußerst korrosiv. Auf der Suche nach schonenden und verlässlichen Alternativen konnte 
mittels vergleichender Wachstumskinetiken gezeigt werden, dass zu einer vollständigen Wachstumsinhibition 
von E. lecanii-corni offensichtlich schon eine SDS-Konzentration von 0,125% ausreicht. Weiterhin konnte durch 
eine zwölfstündige Behandlung von in vitro erzeugten Biofilmen (E. lecanii-corni) mit 2,5%iger SDS-Lösung 
eine sichere Abtötung erreicht werden, wie eine entsprechende Anfärbung (LIVE/DEAD
®
 Yeast Viability Kit) 
von lebenden Pilzhyphen ergab. 
 
Erstmalig wurde im Rahmen dieser Studie systematisch die Besiedlungsdichte eines Trinkwassersystems mit 
Schwärzepilzen erfasst. Diese Daten können später zu Vergleichszwecken herangezogen werden, um ggf. Hin-
weise auf erhöhte Pilzkonzentrationen zu erhalten. Zusammenfassend konnte der Verdacht einer potentiellen 
Gesundheitsgefährdung durch die Pilze der schwarzen Biofilme weitgehend ausgeräumt werden. Erkenntnisse 
über Eintragspfade und die Untersuchungen zu potentiell wachstumsfördernden Faktoren (Phosphate, Reini-
gungsmittel oder Duftstoffe im Badezimmer) erlauben die Entwicklung von wirksamen Maßnahmen, um die 
Bildung von Biofilmen an Trinkwasserarmaturen zu verringern. Mit SDS steht zur Bekämpfung der Biofilme 
bereits eine wirksame Alternative zu herkömmlichen aggressiven Mitteln zur Verfügung. 
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ABSTRACT 
In recent years the occurrence of slimy black biofilms on water taps was reported from various drinking water 
supply areas in Germany. Previous mycological investigations suggested herpotrichiellaceous black yeasts as 
causing organisms for the observed biofilm formation, whereas this group of fungi comprises various environ-
mental species and several opportunistic species as well as some pathogenic species (e. g. Cladophialophora 
bantiana, C. modesta, Rhinocladiella mackenziei [biosafety level 3, BSL3], Exophiala dermatitidis [BSL2]). 
Therefore, water utility companies were interested (i) to gain insight into the species composition of the biofilms 
and if these composing species belong to the known pathogens, (ii) by which route the fungi enter their habitat at 
affected sites in domestic sanitary. Furthermore, investigations should address the question, (iii) what special 
conditions favour the development of the biofilms, and how (iv) their growth can be prevented. 
 
Reliable species identification of herpotrichiellaceous black yeasts using morphological as well as physiological 
criteria alone regularly turned out to be not achievable. Molecular identification often is hampered by lacking 
quality of sequence data deposited in public databases and incorrect specification of the organisms from which 
the sequences where derived. Therefore, a sequence based method to specify Herpotrichiellaceae using 103 
“barcode-identifiers” based on the domain 2 of the Internal Transcribed Spacer 2 region (ITS2) of the nuclear 
rRNA was established in first instance. 
 
To obtain quantitative data about the composition of the biofilms, a metagenomic analysis (Tag Encoded FLX 
Amplicon Pyrosequencing, TEFAP) of the fungal ITS2 locus was performed with 13 typical biofilms. This mo-
lecular-biological method allows detecting the amounts of different species based on target-DNA variability 
semi-quantitatively. In a comparative approach, respective biofilms were culturally analyzed by plating on 
Sabouraud`s Glucose Agar with Chloramphenicol (SGA) and Erythritol-Chloramphenicol Agar (ECA) as con-
trol. In 12 of 13 biofilms Exophiala lecanii-corni was detected. It was also found to be the dominant species in 
ten of the 13 biofilms analyzed with a proportion of up to 99%, irrespectively of the method used. Thereby, 
TEFAP turned out to be a promising and powerful tool for the semi-quantitative analysis of fungal biofilms. 
Exophiala lecanii-corni can be regarded as the main causative species for the formation of the black pigmented 
biofilms observed on water taps. 
 
Occurrence of fungi (hyphomycetes) in drinking water supply systems has been documented in various studies. 
Thus, since the drinking water as a vehicle for biofilm-forming black fungi could not be excluded so far, their 
presence was monitored systematically by plating on SGA and ECA. Darkly pigmented fungi were detected in 
96% of the water samples drawn from the house connections (n=50) with concentrations usually below 20 cfu/L 
(range: 1 - >200 cfu/L). The dominant darkly pigmented species in the distribution system was Cadophora 
malorum, which was detected in 74% of the samples analyzed, followed by Alternaria sp. and Exophiala castel-
lanii (28%; 26%, respectively). The dominant biofilm-forming species Exophiala lecanii-corni was not found in 
the water supply system at all. Therefore, an anterograde entry of the fungi responsible for biofilm formation is 
unlikely and first of all one has to assume a retrograde entry. 
 
An important cofactor in the development of the biofilms may be volatile organic compounds from the indoor air 
(such as cleaning agents, perfumes), which serve the fungi as a carbon source. Comparative nephelometrically 
recorded growth kinetics with E. lecanii-corni revealed that acetic acid and ethanol as common components of 
cleaning agents (descalers) and disinfectants can be utilized as the sole energy and carbon source in low concen-
trations. 
 
Another cofactor is the phosphate entry by usage of corrosion inhibitors. Growth kinetics for eight fungal species 
involved in biofilm formation revealed a growth-promoting concentration of ≥1.5 mg/L PO43- in the culture 
medium. 
 
The observed black biofilms prove to be very persistent and usually reappear within weeks, despite rigorous 
mechanical removal. Cleaning agents based on organic acids or ethanol are not suitable to control black biofilms 
as they can be utilized as a carbon source. Chlorine or peroxide-based agents are effective but very corrosive as 
well. Looking for reliable and less harsh alternatives it could be shown that growth of E. lecanii-corni was com-
pletely inhibited by a concentration of already 0.125% SDS. The treatment of in vitro grown biofilms (E. lecanii-
corni) with SDS and respective staining of living hyphae using a LIVE/DEAD
®
 Yeast Viability Kit revealed a 
reliable killing with a 2.5% SDS-solution after 12 hours of exposure. 
 
In summary, concerns with respect to potential health hazard caused by fungi composing the biofilms could be 
ruled out. For the first time population density of black fungi in drinking water distribution system was systemat-
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ically analyzed. Revealed data can serve as a comparison in order to obtain evidence of increased fungal concen-
trations. Findings about growth-promoting factors (descalers, detergents or fragrances in the bathroom) allow the 
development of effective counter-measures to reduce formation of biofilms in drinking water taps. SDS turned 
out to be an effective alternative to conventional abrasive disinfectants for the control of the biofilms. 
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I PROBLEMATIK DER DUNKEL PIGMENTIERTEN 
BIOFILME AN TRINKWASSERZAPFSTELLEN 
 
I.1 Hintergrund 
 
I.1.1 Auftreten dunkel pigmentierten Biofilme an Trinkwasserauslaufarmaturen 
In den letzten Jahren berichten Trinkwasserkunden immer wieder über schleimige, dunkel 
pigmentierte Biofilme an den Zapfstellen ihrer Trinkwasserinstallationen (Abb.I-1). Die Be-
schwerden werden deutschlandweit geäußert, bezogen auf die Gesamtzahl der Trinkwas-
serabnehmer handelte es sich allerdings um punktuelle Einzelfälle. Bei den betroffenen 
Trinkwassernutzern führen die schleimigen schwarzen Biofilme zu Beeinträchtigungen in der 
Lebensqualität und zu großer Verunsicherung bezüglich der dadurch gegebenenfalls hervor-
gerufenen gesundheitlichen Risiken. Letzteres gilt insbesondere, wenn hygienisch sensible 
Bereiche wie Arzt- oder Zahnarztpraxen betroffen sind, wo das massive Auftreten der 
schwarzen Biofilme bereits zu einer beeinträchtigten Funktion der Dentaleinheiten durch ver-
stopfte Leitungen führte (Abb.I-1). 
 
 
Abbildung I-1: Typisches Erscheinungsbild der dunkel pigmentierten Biofilme 
1A/B: schwarzer Biofilm hängt aus Strahlregler, 2A/B: schwarzer Biofilm an den Düsen eines Duschkopfes, 
3A/B: Biofilm an Strahlregler, 4A/B Biofilm in Überlaufbehälter eines Zahnarztstuhls 
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Hinzu kommt ein natürliches Ekelgefühl beim Konsum von Trinkwasser aus hygienisch-
ästhetischen Gründen, welches aus derartig „befallenen“ Armaturen gezapft wurde. Den be-
troffenen Kunden ist nur sehr schwer verständlich, dass niemand für den massiven Befall ih-
rer Armaturen (Abb.I-1) verantwortlich sein soll, und der jeweilige Wasserversorger nur un-
befriedigende Empfehlungen zur Problemlösung geben kann. 
 
 
I.1.2 Vorkommen, Häufigkeit und Relevanz der dunkel pigmentierten Biofilme 
Auch wenn über das Vorkommen der schwarz pigmentierten Biofilme deutschlandweit be-
richtet wurde, kam es bisher nie flächendeckend vor. Bemerkenswerterweise wiesen selbst bei 
baugleichen Wohnungen nur einzelne Einheiten innerhalb eines Gebäudekomplexes schwarze 
Beläge auf. Bei der Analyse dieser Fälle fiel auf, dass das Auftreten der Biofilme ausschließ-
lich auf Wasserversorgungsgebiete mit zentraler Phosphatdosierung oder auf Gebäude mit 
einer eigenen dezentralen Phosphatdosierung beschränkt war. 
Bundesweit wurden über einen Zeitraum von 2001 bis 2011 vom TZW Dresden insgesamt 88 
Fälle (Abb.I-2) dokumentiert und deskriptiv analysiert (Wricke et al. 2011), einschließlich 
von 25 Fällen aus den im Rahmen dieser Studie untersuchten niederrheinischen Versorgungs-
gebieten. 
 
 
Abbildung I-2: Bundesweites Auftreten der schwarzen Beläge an Trinkwasserarmaturen 
aus: Vorstudie Schwarze Biofilme an Trinkwasserzapfstellen – Vorkommen, Relevanz und For-
schungsbedarf DVGW-Forschungsvorhaben W 10/01/09 (Wricke et al. 2011) 
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Insgesamt sind im Rahmen dieser Studie und vorrangehender Untersuchungen zwischen 2003 
und 2012 deutschlandweit 72 Fälle von schwarzen Biofilmen an Auslaufarmaturen aus 18 
Versorgungsgebieten bekannt geworden (Tab.I-1). Dabei stammen alleine 50 Fälle aus drei 
Trinkwassernetzen von zwei rheinischen Versorgern, die schwerpunktmäßig untersucht wur-
den, 22 waren in Trinkwassernetzen anderer Versorger lokalisiert. Dreizehn weitere Fälle 
wurden erst kürzlich bekannt und werden in dieser Studie nicht weiter berücksichtigt. 
 
Tabelle I-1: Anzahl der im Rahmen dieser Studie bekannt gewordenen Fälle von schwarzen 
Biofilmen an Auslaufarmaturen bis 2012 
Versorgungsgebiet  Anzahl der Fälle 
   Versorger I.1  26 
   Versorger II.1  16 
   Versorger II.2  8 
   Andere Versorger  22 
   
 
 
Die Häufigkeit der bekannt gewordenen Fälle beträgt bezogen auf die Haushalte in den Ver-
sorgungsgebieten zwar nur ca. 0,005%. Zu berücksichtigen ist dabei allerdings, dass nur von 
Wasserkunden gemeldete Fälle erfasst wurden und somit von einer nicht weiter abschätzbaren 
Dunkelziffer in unbekannter Größe auszugehen ist. 
 
 
I.1.3 Fragestellungen aus Sicht der Wasserversorger 
Aus Sicht der Wasserversorger und –Verbraucher ergeben sich anhand dieser Sachverhalte 
zwangsläufig einige wissenschaftliche Fragestellungen, die im Rahmen dieser Arbeit mit un-
terschiedlichen Untersuchungsansätzen bearbeitet wurden: 
 
 Welche Pilz-Spezies sind in welchem Ausmaß an der Biofilmbildung beteiligt? 
 
 Welche hygienische Relevanz haben die beobachteten schwarzen Biofilme? 
 
 Auf welchem Weg gelangen diese Mikroorganismen an die Auslaufarmaturen der 
Trinkwasserinstallationen? 
 
 Welche Bedingungen begünstigen den massiven Befall der Trinkwasserarmaturen? 
 
 Welche Abhilfemaßnahmen können empfohlen werden? 
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Die Ergebnisse der verschiedenen Untersuchungen wurden einzeln publiziert und daher auch 
in separaten Kapiteln dargestellt. 
 
 
I.2 Ziele der Studie und Aufbau der Arbeit 
I.2.1 Ziele der Studie 
Primäre Ziele der vorliegenden Studie waren zunächst die molekularbiologische Identifizie-
rung der die Biofilmbildung verursachenden Pilze, sowie die Einschätzung ihres pathogenen 
Potentials anhand der Auswertung entsprechender Literaturberichte. Die weiteren Ziele be-
standen in der Klärung der Eintragspfade und der die Massenvermehrung begünstigenden 
Randbedingungen sowie in der Ermittlung möglicher Abhilfemaßnahmen. 
Das fundierte Verständnis dieser Sachverhalte sollte die Voraussetzung für die Entwicklung 
präventiver und kurativer Handlungsempfehlungen für Versorgungsunternehmen, deren Kun-
den und Marktpartner schaffen. 
 
 
I.2.2 Aufbau der Arbeit 
Einige Teilaspekte der vorliegenden Arbeit wurden bereits in wissenschaftlichen Fachzeit-
schriften publiziert. Die Struktur der Arbeit orientiert sich in Aufbau Inhalt an diesen Publika-
tionen: 
Kapitel I bietet eine Einführung in die Problematik der dunkel pigmentierten Biofilme an 
Auslaufarmaturen und zeigt die einzelnen bearbeiteten Teilaspekte auf. 
Die Kapitel II „Etablierung eines „Barcode-Identifiers“ zur molekularen Spezifizierung der 
Herpotrichiellaceae“ (Heinrichs et al. 2012), III „Semi-quantitative Analyse der in den Bio-
filmen vorkommenden Pilzarten (Heinrichs et al. 2013a) und IV „Untersuchungen zum Ein-
tragspfad der biofilmbildenden Pilzarten“ (Heinrichs et al. 2013b) orientieren sich in Inhalt 
und Struktur im Wesentlichen an den publizierten Fachartikeln. 
Die Kapitel V „Einfluss von Phosphatkonzentration und Kohlenstoffquelle auf das Wachstum 
der biofilmbildenden Pilzarten“ und VI „Wachstumsinhibition und Abtötung der biofilmbil-
denden Pilzarten“ stellen eigenständige, bisher unveröffentlichte Teilaspekte der Untersu-
chung dar. 
Kapitel VII fasst die wesentliche Ergebnisse und deren Bedeutung zusammen.  
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I.3 Bearbeitete Fragestellungen 
 
I.2.1 Etablierung eines molekularbiologischen Spezifizierungs-Tools für schwarze Hefen 
Erste mikrobiologische Untersuchungen ergaben, dass es sich bei den schwarzen Belägen und 
Rückständen um Biofilme bestehend aus Pilzmyzel und hefeartig wachsende Pilzen handelt, 
deren dunkel pigmentierte Zellwand für die schwarze Färbung der Beläge verantwortlich ist. 
Untersuchungen zur Identifizierung legten nahe, dass Pilzen der Gattung Exophiala aus der 
Gruppe der askomyzetalen schwarzen Hefen eine besondere Rolle bei der Biofilmbildung 
zukam.  
Kolonien dieser Pilze zeigen auf Nährmedien ein sehr langsames Wachstum und ihre Färbung 
reicht von olivgrün über braun bis schwarz. Junge Kolonien zeigen hefeartiges Wachstum mit 
schleimiger Konsistenz, erst die filamentös wachsenden, älteren Kolonien bilden eine samtige 
Oberfläche. Die dunkle Färbung ist auf Melanineinlagerungen in die Zellwände der Spross-
zellen und Hyphen zurückzuführen. Die Färbung, ihr zunächst schleimiges Äußeres und die 
bei mikroskopischer Betrachtung zu erkennenden hefeartigen, knospenden Zellen haben die-
ser Pilzgruppe die Bezeichnung „schwarze Hefen“ eingetragen (de Hoog et al. 2011a). 
Exophiala-Spezies sind Vertreter der Klasse der Eurotiomycetes, der Ordnung Chaetothyria-
les und der Familie der Herpotrichiellaceae, welche neben gesundheitlich unbedenklichen 
Vertretern auch einige mit diesen phylogenetisch sehr nah verwandte, humanpathogene Spe-
zies beinhaltet. Zur Abschätzung einer potentiellen Gesundheitsgefährdung durch die schwar-
zen Beläge war deshalb eine zuverlässige Identifizierung der beteiligten Arten bis auf die 
Spezies-Ebene unabdingbar, die aber mit einigen im Vorfeld zu klärenden und hier kurz dar-
gestellten Schwierigkeiten behaftet war. 
Die Identifizierung von schwarzen Hefen und verwandten Spezies aus der Gruppe der Her-
potrichiellaceae gestaltet sich, selbst für den Experten, äußerst schwierig. Aus unterschied-
lichsten Gründen führen weder morphologische noch mikromorphologische (de Hoog et al. 
1994) oder physiologische und biochemische Leistungsprofile (Zeng, de Hoog 2008) zu einer 
verlässlichen Speziesidentifizierung. Daher stellen sequenzbasierte Verfahren, wie z. B. die 
Sequenzierung der ribosomalen Internal Transcribed Spacer Region (ITS) mit anschließen-
dem Sequenzabgleich in öffentlichen Datenbanken (z. B. GenBank, EMBL, INSD) derzeitig 
das Mittel der Wahl bei der Speziesidentifizierung von Pilzen dar. Diese Verfahren sind aber 
unter anderem durch die mangelnde Qualität der in öffentlichen Datenbanken hinterlegten 
Sequenzdaten sowie durch die oft fehlerhafte Spezifizierung der zugrundeliegenden Organis-
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men limitiert (Nilsson et al. 2006; Nilsson et al. 2008) und führen deshalb häufig ebenfalls zu 
fehlerhaften Speziesidentifizierungen. Ferner ist zu berücksichtigen, dass viele Arten der 
anamorphen schwarzen Hefen erst in den letzten zehn Jahren beschrieben wurden (de Hoog et 
al. 2011a) und vorhandene Sequenzdaten in öffentlichen Datenbanken dahingehend nicht ak-
tualisiert wurden. 
Um die Zusammensetzung der Biofilme und den Eintragspfad der verursachenden Spezies in 
weiterführenden Untersuchungen sicher aufklären zu können, war es daher nötig, zunächst 
grundlegend eine verlässliche Methode zur Identifizierung schwarzer Hefen aus der Familie 
der Herpotrichiellaceae zu entwickeln.  
Das Kapitel II dieser Arbeit beschreibt die Entwicklung eines molekularbiologischen Spezifi-
zierungsverfahrens für askomyzetale schwarze Hefen auf Basis geringfügiger Sequenzunter-
schiede innerhalb eines 27-50 bp langen Teilsegments der Internal-Transcribed-Spacer-2-
Region (ITS2) der ribosomalen DNA, das im Folgenden als „Barcode-Identifier“ bezeichnet 
wird. Dieser „Barcode-Identifier“ wurde in allen nachfolgenden Untersuchungen zur Identifi-
zierung von Herpotrichiellaceae eingesetzt, erlaubt dabei allerdings nicht, quantitative Aus-
sagen zur Zusammensetzung der Biofilme zu treffen. 
 
 
I.2.2 Mykologische Analyse der dunkel pigmentierten Biofilme 
Die Identifizierung kulturell gewonnener Stämme allein erlaubt noch keine quantitative Aus-
sage über die für die Biofilmbildung verantwortlichen Pilzspezies, da es sich bei diesen mög-
licherweise auch um auf Kulturmedium schlecht wachsende oder nicht kultivierbare Orga-
nismen handeln könnte. So können z. B. verschiedene Pilzisolate aus einem Biofilm gewon-
nen werden, ohne dass notwendigerweise der Organismus, der die unerwünschte Massenent-
wicklung verursacht hat, isoliert werden kann, da er quantitativ nicht im Vordergrund steht. 
Deshalb wurde in dieser Arbeit, zusätzlich zu einem klassischen kulturell-selektiven Verfah-
ren unter Verwendung von Sabouraud Glukose Agar (SGA) und Erythritol-Chloramphenicol-
Agar (ECA), erstmalig ein semi-quantitativer, metagenomischer Pyrosequencing-Ansatz zur 
Klärung der Zusammensetzung von Biofilmen angewendet, der den Vorteil bietet kulturunab-
hängig zu sein. 
Ähnliche Pyrosequencing-Ansätze zur Ermittlung der Diversität von Pilzgemeinschaften 
wurden in den letzten Jahren bereits in unterschiedlichen Lebensräumen durchgeführt. Kapitel 
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III dieser Arbeit befasst sich mit der semi-quantitativen Pilz-Metagenomanalyse der riboso-
malen ITS2-Region der Biofilme mittels Tag Encoded FLX Pyrosequencing (TEFAP). 
 
 
I.2.3 Eintragspfad der biofilmbildenden Pilzspezies 
Als Eintragspfad für biofilmbildenden Mikroorganismen an die Armaturen kommt grundsätz-
lich das Trinkwasser in Betracht. Ebenso kommt aber auch ein retrograder Eintrag über die 
Luft oder die Nutzer der jeweiligen Installation selbst, zum Beispiel über Putzutensilien, in 
Frage. 
In der Trinkwasserversorgung sind Beispiele für beide Wege bekannt. Legionellen sind natür-
licherweise in Süß- aber auch in Salzwasser und im Boden verbreitet und parasitieren dort in 
Protozoen (Stout et al. 1985; Szewzyk et al. 2000; Steinert et al. 2002). Die besonderen Be-
dingungen in Warmwassersystemen der Hausinstallation können dort zu einem starken, hygi-
enisch relevanten Wachstum führen, die in der Umwelt so nicht beobachtet werden (Szewzyk 
et al. 2000). Der Eintrag erfolgt bei Legionellen in der Regel über das angelieferte Trinkwas-
ser. 
Pseudomonas aeruginosa ist sehr verbreitet in Oberflächengewässern, typischerweise aber 
nicht in Grund- und Trinkwasser und nur selten in sauberen Oberflächengewässern  nachzu-
weisen (Szewzyk et al. 2000) und wird über Waschbeckensiphons und Spritzwasser in die 
Trinkwasser-Hausinstallation übertragen. Gelangt P. aeruginosa in die Trinkwasserinstallati-
on, kann er dort Biofilme ausbilden. Von dort können über das Trinkwasser wiederum Infek-
tionen ausgelöst werden (Trautmann et al. 2005, Wingender 2012).  
Weltweit sind in Badezimmern und Nasszellen Schwärzepilzen mit hydrophilen Mitosporen 
(Lian, de Hoog 2010) nachzuweisen, die möglicherweise beim Waschen über Wasserspritzer, 
Aerosole oder Putzutensilien, analog zu P. aeruginosa, an die entsprechenden Armaturen ge-
langen können und somit retrograd eingetragen werden könnten. 
Andererseits ist die Verbreitung von Pilzen (Hyphomyzeten) und auch schwarzen Hefen in 
Trinkwasserversorgungssystemen in der Literatur beschrieben worden u.a. (Göttlich et al. 
2002; Hageskal et al. 2009). Daher kann auch der Eintrag der biofilmbildenden Pilze mit dem 
angelieferten Trinkwasser nicht ausgeschlossen werden. 
Im Kapitel III dieser Arbeit werden die Untersuchungen zur Verbreitung von schwarzen He-
fen in den verschiedenen Bereichen des Trinkwasserversorgungssystems und dem Trinkwas-
ser als potentielle Quelle für die biofilmbildenden schwarzen Hefen dargestellt.  
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I.2.4 Ursächliche Faktoren für die Massenentwicklung der Biofilme 
Die Ursachen für die Massenentwicklung dunkel pigmentierter Biofilme sind multifaktoriell. 
Ein offensichtlich wichtiger Kofaktor ist der Phosphateintrag bei der Dosierung von Korrosi-
onsinhibitoren, da die bekannt gewordenen und untersuchten Fälle alle in Bereichen mit zent-
raler Phosphatdosierung oder in Gebäuden mit einer eigenen dezentralen Phosphatdosierung 
aufgetreten sind. 
Da die schwarzen Beläge, als deren Verursacher schwarze Hefen vermutet wurden, aber auch 
im Falle einer zentralen Phosphatdosierung nur in Einzelfällen und nicht flächendeckend auf-
treten, musste davon ausgegangen werden, dass nur ein Zusammenwirken verschiedener Fak-
toren zu dem unerwünschten Massenauftreten führt. 
Neben der Phosphatkonzentration spielt hier vermutlich vor allem der Kohlenstoffeintrag in 
Form von flüchtigen, für einige schwarze Hefen leicht verwertbaren, organischen Substanzen 
aus der Luft eine wesentliche Rolle. Für Exophiala lecanii-corni (Woertz et al. 2001; Pirnie-
Fisker, Woertz 2006), E. xenobiotica, E. oligosperma (de Hoog et al. 2006), E. sideris 
(Seyedmousavi et al. 2011), Cladophialophora psammophila (Prenafeta-Boldú et al. 2006; 
Badali et al. 2011) und andere schwarze Hefen (Zhao et al. 2010) ist die Nutzung diverser 
organischer Verbindungen an Luft-/Wasser Grenzflächen und eine damit verbundene Anrei-
cherung dieser Spezies beschrieben worden, sodass die Möglichkeit der Nutzung von Kohlen-
stoffquellen aus der Luft durchaus plausibel erscheint. 
Im Kapitel IV dieser Arbeit werden vergleichende Wachstumsexperimente beschrieben, in 
denen der Einfluss des Phosphatgehaltes und der Kohlenstoffquelle als begünstigenden Fakto-
ren der Biofilmbildung ermittelt wird. 
 
 
I.2.5 Wachstumsinhibition und Abtötung der biofilmbildenden Pilzarten 
Die durch melanisierte Pilze hervorgerufenen schwarzen Biofilme erweisen sich als sehr hart-
näckig und bilden sich nach Entfernung typischerweise innerhalb weniger Wochen in glei-
chem Ausmaß neu. Zur Bekämpfung der Biofilme bietet sich deshalb zunächst mechanisches 
Reinigen in Verbindung mit dem Auskochen betroffener Armaturteile oder aber deren Aus-
tausch an, was einen beträchtlichen Aufwand darstellen kann. Reiniger auf Basis organischer 
Säuren sowie Alkohol erweisen sich als ungeeignet, da sie als Nährstoffquelle für die Pilze 
dienen könnten. Chlor- und wasserstoffperoxidhaltige Mittel können stark korrosiv wirken 
und ihr gegebenenfalls unsachgemäßer Gebrauch stellt eine Gefährdung für den Anwender 
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dar. Im Kapitel V dieser Arbeit wird die Überprüfung der Wirksamkeit des Detergens Natri-
umdodecylsulfat (SDS) als schonendere Alternative zu den gängigen Mitteln bei der Wachs-
tumsinhibition und der Abtötung der schwarzen Biofilme an den Auslaufarmaturen mittels 
vergleichenden Wachstumsexperimenten sowie Experimenten zur Abtötung von in vitro er-
zeugten Biofilmen dargestellt.  
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II ETABLIERUNG EINES „BARCODE-IDENTIFIERS“ 
ZUR MOLEKULAREN SPEZIFIZIERUNG VON 
HERPOTRICHIELLACEAE
1
 
 
II.1 Einleitung 
Erste mikrobiologische Untersuchungen von Isolaten der schwarz pigmentierten Biofilme von 
Auslaufarmaturen ließen vermuten, dass Vertreter der Gattung Exophiala, die zu der Gruppe 
der askomyzetalen schwarzen Hefen und deren Verwandten gehören, maßgeblich an der Bil-
dung der Biofilme beteiligt waren. Eine genaue Speziesidentifizierung war zu diesem Zeit-
punkt allerdings noch nicht möglich. 
Die Gattung Exophiala gehört zur Familie der Herpotrichiellaceae (Ordnung: Chaetothyria-
les, Klasse: Eurotiomycetes), der neben ubiquitär verbreiteten Umweltspezies auch einige sehr 
nahverwandte pathogene Spezies angehören. Infektionen, die von diesen Pilzen verursacht 
werden, treten auch in immunkompetenten Patienten auf und reichen von milden Haut- und 
Nagelinfekten bis hin zu schweren, systemisch ausgeprägten Infekten. Mykosen sind schwer 
zu behandeln, und haben bei Dissemination eine hohe Mortalitätsrate. Cladophialophora ban-
tiana und Rhinocladiella mackenziei weisen einen Neurotropismus auf und werden der Risi-
kostufe 3 für Mikroorganismen zugeordnet (de Hoog et al. 2011a), da sie in immungesunden 
Patienten Infekte verursachen können, die nicht immer sicher zu behandeln sind. 
Einige fakultativ neurotrope Spezies, wie zum Beispiel Exophiala dermatitidis, kommen re-
gelhaft in warmen, feuchten Lebensräumen, wie in Dampfbädern (Matos et al. 2002) und an 
den Gummidichtungen von Spülmaschinen (Zalar et al. 2011, Döğen et al. 2012) vor. Andere 
schwarze Hefen rufen Mykosen bei kaltblütigen Organismen hervor (de Hoog et al. 2011b). 
Insgesamt beinhaltet die Ordnung der Chaetothyriales zurzeit 44 Arten, die bei Infektionen 
von Wirbeltieren eine Rolle spielten und ist damit eine der Pilz-Ordnungen mit den meisten 
klinisch relevanten Spezies überhaupt (de Hoog et al. 2011a). 
Die Identifizierung schwarzer Hefen, allein aufgrund morphologischer Kriterien, ist wegen 
deren variabler Ausprägung (Synanamorphe) während komplexer, pleomorpher Lebenszyklen 
oder zu gering ausfallender Differenzierungsmerkmale, fast unmöglich (de Hoog et al. 1994). 
Zusätzlich können nahezu gleiche morphologische Strukturen in phylogenetisch nur entfernt 
                                                 
1
 Das Kapitel entspricht im Wesentlichen einer deutsche Übersetzung des publizierten Artikels: Heinrichs, G, GS 
de Hoog, G Haase. 2012. Barcode identifiers as a practical tool for reliable species assignment of medically 
important black yeast species. Journal of Clinical Microbiology 50:3023-3030. 
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verwandten Spezies beobachtet werden (Zeng, de Hoog 2008). Weil für die meisten Spezies 
auch diskriminierende physiologische und biochemische Leistungsdaten nicht verfügbar sind, 
bzw. aufgrund der Intraspeziesvariabilität dazu nicht nutzbar sind (Zeng, de Hoog 2008), kann 
auch hier keine verlässliche Identifizierung erreicht werden. 
Die molekulargenetische Routine-Identifizierung der Herpotrichiellaceae basiert derzeit typi-
scherweise auf der Sequenzierung der ribosomalen Internal Transcribed Spacer Region (ITS, 
Abb.II-1), da Sequenzen anderer Genloci bisher nur in geringem Umfang publiziert wurden. 
Der Sequenzierung folgt ein Sequenzabgleich in öffentlich zugänglichen Datenbanken, wobei 
in der Regel die Speziesbezeichnung, welche der ähnlichsten gefundenen Sequenz zugeordnet 
ist, für das zu identifizierende Isolat übernommen wird. Dabei muss allerdings berücksichtigt 
werden, dass öffentlich zugängliche Datenbanken, wie z. B. GenBank (Benson et al. 2011), 
nie für diesen Zweck ausgerichtet worden waren. Vielmehr dienen sie unter anderem der Do-
kumentation und zum Auffinden von Gen-Ähnlichkeiten. Nilsson et al. stellten in diesem 
Zusammenhang fest, dass bei 27% aller bei INSD (International Nucleotide Sequence Data-
base: GenBank, EMBL und DDBJ) hinterlegten ITS-Sequenzen die zugrundeliegenden Orga-
nismen unkorrekt bezeichnet wurden (Nilsson et al. 2006). Im Rahmen der vorliegenden Stu-
die erwies sich der Sequenzabgleich mit GenBank speziell in der Gruppe der schwarzen He-
fen als problematisch, da neben den erwähnten Gründen, in dieser Pilzgruppe viele Spezies 
erst kürzlich beschrieben wurden, und die entsprechenden Sequenzen nicht hinterlegt waren. 
Der Bedarf an einem einfachen und zuverlässigen Identifikations-Tool wird am besten durch 
die Geschwisterspezies Cladophialophora bantiana und C. psammophila illustriert: C. banti-
ana verursacht bei einer Infektion häufig eine letal verlaufende Meningoenzephalitis, wohin-
gegen C. psammophila, bekannt für sein Abbauvermögen aromatischer Kohlenwasserstoffe, 
in vergleichenden Tierversuchen keine Virulenz zeigte (Badali et al. 2011). Diese beiden 
Spezies sind aufgrund phänotypischer Merkmale nicht differenzierbar (Badali et al. 2011). 
Um die für Trinkwasserkunden und Wasserversorger wichtige Abschätzung der von den 
schwarzen Biofilmen ausgehenden gesundheitlichen Gefährdung vornehmen zu können, ist 
also zwingend eine verlässliche Differenzierung der beteiligten Organismen bis zur Spezies-
ebene erforderlich. Nur so können potentielle Gefahren und Auswirkungen auf die Gesund-
heit der Trinkwassernutzer richtig eingeschätzt und geeignete Abhilfemaßnahmen ermittelt 
werden. 
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Abbildung II-1: Lage der Internal Transcribed Spacer 1 und 2 (ITS1, ITS2) innerhalb des 
ribosomalen rDNA Operons (ITS-Region) 
 
Die Sequenz der ITS-Region (Abb.II-1) hat sich in früheren Studien prinzipiell als zuverlässig 
bei der Differenzierung von schwarzen Hefen erwiesen (Zeng, de Hoog 2008) und setzt sich 
bei den meisten Pilzgruppen immer mehr als potentieller DNA-Barcode durch (Begerow et al. 
2010; Schoch et al. 2012). Dennoch kann artifizielle Sequenzvariabilität, die in homopolyme-
ren Regionen aufgrund der Bildung von „Stutter“-Produkten während der PCR auftreten kann 
(Clarke et al. 2001), eine eindeutige Zuordnung zu den fraglichen Spezies verhindern, selbst 
wenn Referenzsequenzen mit Barcode Status in öffentlichen Datenbanken vorliegen. Deshalb 
werden kürzere Barcode-Sequenzen benötigt, die innerhalb einer Spezies nicht variabel sind, 
keine homopolymeren Regionen aufweisen und die zudem stabile Abweichungen (z.B. durch 
kompensatorischen Basentausch) zu Nachbarspezies besitzen. 
Solche Barcode-Fragmente könnten einen praktikablen und unkomplizierten Weg zur verläss-
lichen Identifizierung schwarzer Hefen bieten. 
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II.2 Material und Methoden 
 
II.2.1 Stämme und Kulturbedingungen 
Für die Analyse wurden ITS-Sequenzen von Ex-Typus Stämmen bzw. von authentischen 
Stämmen sowohl klinisch relevanter als auch von mit diesen nah verwandten Umwelt-Spezies 
der Herpotrichiellaceae ausgewählt. Zusätzlich wurden Arten ausgewählt, die wiederholt aus 
klinischen Proben isoliert wurden. Dieses Vorgehen resultierte in einer Auswahl von 68 
Stämmen (Tab.II-1), die alle in der Stammsammlung des CBS-KNAW Fungal Biodiversity 
Centre (Utrecht, Niederlande) vorgehalten werden. Lagen keine Sequenzdaten vor, wurde 
unsererseits eine entsprechende Sequenzierung des ITS-Bereichs durchgeführt. Alle resultie-
renden Sequenzen der kompletten ITS Region wurden bei GenBank hinterlegt. Dazu wurden 
die Pilz-Stämme zunächst in 5 mL Sabouraud 2% Glukose Bouillon (BD Difco, Heidelberg, 
BRD) in 30 ml Kulturröhrchen (Sarstedt, Nümbrecht, BRD) für mindestens 5 Tage bei 28°C 
angezogen. 
 
 
II.2.2 DNA-Extraktion, PCR, Sequenzierung 
Die Kulturröhrchen wurden für 10 min bei 3.180 x g bei 4°C zentrifugiert (Varifuge K, Hera-
eus Christ, Osterode, BRD). Aliquots von ungefähr 0,2 g wurden abgenommen und mit 500 
µL A. dest. in 2 mL Reagenzgefäßen (Eppendorf, Hamburg, BRD) gewaschen. Einhundert µL 
Lysis Puffer (50 mM Tris HCl; pH 7,2; 50 mM EDTA; 3% SDS) wurden zugefügt und die 
Biomasse wurde mittels Micro-Pistill für 1 min gequetscht. Die Reagenzgefäße wurden bei 
99°C für 2 min inkubiert, 300 µL Lysis Puffer wurde hinzugefügt und die Reagenzgefäßen 
wurden bei 80°C für weiter 10 min inkubiert. Nach der Extraktion mit 400 µL Extraktions-
Mix (50 : 48 : 2 vol.% Phenol, Chloroform, Isoamylalkohol) und 20 min Zentrifugation bei 
20.000 x g (Heraeus Fresco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) wurde die DNA mit 
40 µL 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 400 µL Isopropanol aus der wässrigen Phase gefällt 
und mittels erneuter Zentrifugation bei 20.000 x g für 20 min abgetrennt. Das Pellet wurde 
mit 70% Ethanol gewaschen und in 50 µL A. dest. gelöst. 
Die PCR wurde im 50 µL Ansatz mit 2,5 µL DMSO (Sigma, Steinheim, BRD), 5 µL 10x 
PCR Puffer (100 mM Tris-HCl, 500 mM KCl; pH 8,3) (Roche, Mannheim, BRD), 62,5 µM 
dNTPs (Roche), 500 ng Ziel-DNA und je 2,5 pmol der Primer ITS5 (White et al. 1990) und 
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NL-4 (Valente et al. 1999) (Sigma) sowie 1,25 U Taq-Polymerase (Roche) mit folgendem 
Cycling-Programm durchgeführt: 94°C initial für 1 min, dann 94°C für 1 min, 55°C für 1 min 
und 72°C für 3 min für 35 Durchläufe, mit einem terminalen Elongations-Schritt bei 72°C für 
5 min (Labcycler, Sensoquest, Göttingen, BRD). Zur Kontrolle der PCR wurden jeweils 10µL 
des PCR Produktes zu 3 µL Ladepuffer (0,2 g/L Bromphenolblau, 2 g/L Sucrose, in A. dest.) 
gegeben und mittels Gelelektrophorese (2% Agarose, E-Gel
®
, Invitrogen, Carlsbad, USA) 
überprüft. PCR-Produkte wurden mittels „Qiaquick® Purification Kit“ nach Herstellerangaben 
aufgereinigt. Die Sequenzierung wurde mit 200 ng DNA unter Verwendung eines „BigDye® 
Terminator kits v3.1“ (Applied Biosystems, Delaware, USA) nach Herstellerangaben mittels 
ABI Prism
®
 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) mit ITS5 und NL-4 als Sequenzier-
primer durchgeführt. 
 
 
II.2.3 Analyse der Nukleotidsequenzen mittels des BLAST-Algorithmus 
Mit Sequenzen von (i) 68 Barcode-Identifier Kandidaten (Längenbereich 27-50 bp; Strategie 
A), (ii) den ITS2 Abschnitten (Längenbereich 183-249 bp; Strategie B) und (iii) den komplet-
ten ITS1-5.8S-ITS2 Sequenz Abschnitten (Längenbereich 477-595 bp; Strategie C) wurden 
auf der NCBI Webseite (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) BLAST-Analysen (Altschul et al. 
1990) (BLASTN 2.2.25+ in der Version vom 31.10.2011) durchgeführt. Bei allen drei 
Suchstrategien wurden die gleichen Einstellungen verwendet: General Parameters - Max tar-
get sequences‘100’, Short queries ‘Automatically adjust parameters for short input sequenc-
es’, Expect threshold ‘10’, Word size ‘28’; Scoring Parameters - Match/Mismatch Scores ‘1,-
2’, Gap Costs ‘linear’; Filters and Masking -Filter ‘Low complexity regions’, Mask ‘Mask for 
lookup table only’. Die Suchanfrage wurde auf Pilze beschränkt (Taxid 4751). Resultierende 
Sequenzen mit weniger als 100% query coverage wurden bei der nachfolgenden Analyse 
nicht berücksichtigt. 
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II.3 Ergebnisse 
 
II.3.1 Ermittlung der Barcode-Kandidaten 
Die ITS-Sequenzen der, aufgrund der unter II.2.1 beschriebenen Kriterien ausgewählten Ex-
Typus und authentischen Stämme (n=68), wurden bei GenBank heruntergeladen und mittels 
des Programmes BioEdit (Hall 1999) (version 7.0.9.1) bearbeitet. In diesen Genen wurden die 
Sequenzen der rDNA Spacer ITS1 und ITS2 zum Teil manuell und zum Teil mit Hilfe eines 
web-basierten Tools (Keller et al. 2009) von den umgebenden Genabschnitten für die 18S-, 
5.8S- und 28S-rRNA (Abb.II-1) abgegrenzt. Die ITS-Regionen nach Abschnitten durchsucht, 
die den Anforderungen eines Barcodes mit geringer intra-spezifischer Variabilität und signifi-
kanter Abweichung zu Nachbarspezies entsprachen. Es wurde klar, dass die Domäne 2 
(Landis, Gargas 2007) der ITS2 rDNA ein vielversprechender Kandidat für diesen Zweck sein 
könnte. Innerhalb der Herpotrichiellaceae zeigt diese Region mit einer Länge von 27-50 bp 
hochkonservierte, flankierende Regionen an den 5‘ und 3‘ Enden (Tab.II-1) sowie eine große 
Variabilität dazwischen, selbst im Fall sehr nah verwandter Taxa. Daraufhin wurde diese Re-
gion auf Basis einer vermuteten hohen inter- und einer niedrigen intraspezifischen Variabilität 
für die weitere Analyse ausgewählt. Das hier beschriebene Fragment wird im Folgenden als 
„Barcode-Identifier“ bezeichnet, da es nur die Signatursequenz (hypervariable Region) (Iwen 
et al. 2002) eines Barcodes enthält, und der Terminus „Barcode“ typischerweise ausschließ-
lich in Verbindung mit einem kompletten Gen verwendet wird. 
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Tabelle II-1: Zusammenstellung und Beschreibung der103 vorgeschlagenen Barcode-Identifier 
Spezies Stamm  Barcode-Identifier  
Accession 
Nummer 
Position Habitat 
Anzahl 
100% D2 
Treffer 
ITS Überein-
stimmung 
Ex-Typus  
Cladophialophora arxii 1 CBS 306.94T TTGG ACGGTTTGGTGGAAGGGTGACACCCTTCCGCCCGT CCTAA EU103986.1 400-443 Mensch 3 100% 
Cladophialophora arxii 2 CBS 409.96 TTGG ACGGTTCGGTGGGGAAGGGGTACACCCTTCCACCCGT CCTAA EU103987.1 399-444 Mensch 1 99% 
Cladophialophora bantiana CBS 173.52
T TTGG ACGGTCTGGCGGAAGTGTCGTGCACCCCGCCCCT CCTAA EU103989.1 392-444 Mensch 14 100% 
Cladophialophora carrionii 1 CBS 160.54LT TTGG ACGGTTTTGGTCGAGTGTTCTCGACCCCT CCTAA AF050262.1 391-428 Mensch 11 100% 
Cladophialophora carrionii 2 CBS 163.54 TTGG ACGGTCTTGGTCGAGTGTTCTCGACCCCT CCTAA EU137304.1 389-426 Mensch 73 98% 
Cladophialophora carrionii 3 CBS 260.83 TTGG ACGGTTTTGGTCGAGTGTTCTCGACCCCT CCTAA EU137292.1 389-426 
Mensch, 
Hautläsion 
16 98% 
Cladophialophora carrionii 4 FMC.248 TTGG ACGGTCTTGGTCGAGTGTTCTCGACCCCC CCTAA AF397181.1 411-448 Mensch 1 97% 
Cladophialophora devriesii 1 CBS 147.84T TTGG ACGGCTTGGTAGAGTCCCTACCCCT CCTAA EU103985.1 394-427 Mensch 1 100% 
Cladophialophora devriesii 2 IFM 51369 TTGG ACGGCTTGGTAAATTCCCTACCCCT CCTAA AB091212.1 416-449 - 1 99% 
Cladophialophora aff. devriesii  CBS 119710T TTGG ACGGCTTGGTAGAGAGTCTCTACCCCT CCTAA FJ385275.1  394-429 Krabbe 1 100% 
Cladophialophora emmonsii 1 CBS 979.96T TTGG ACGGCCTGGCGGAGTGCACGACACTCTGCCCCT CCTAA EU103996.1 389-430 
Mensch, 
subkutane 
Läsion  
3 100% 
Cladophialophora emmonsii 2 CBS 640.96  TTGG ACGGCCTGGCGGAGTGCACGACACCCTGCCCCT CCTAA EU103995.1 349-390 
Katze, subku-
tane Läsion 
1 99% 
Cladophialophora immunda 1  CBS 834.96T TTGG ACGGTTTGGTAGGGCGCCTACCCCT CCTAA EU137318.1 396-429 Mensch 5 100% 
Cladophialophora immunda 2 CBS 102227 TTGG ACGGTTTGGTAGAGTGCCTACCCCT CCTAA EU137319.1 399-432 
Syagrum 
romanzoffi-
anum, Stamm 
2 96% 
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Fortsetzung Tabelle II-1 (i) 
Spezies Stamm  Barcode-Identifier  
Accession 
Nummer 
Position Habitat 
Anzahl 
100% D2 
Treffer 
ITS Überein-
stimmung 
Ex-Typus  
Cladophialophora modesta 
 
CBS 985.96T TTGG AATCTCAGTTGAGTGATCAACTGGTT CCCAA GU225939.1 383-416 Mensch 1 100% 
Cladophialophora mycetomatis 1 CBS 122637T TTGG ACGGTTTGGTCGACGACACCCGACCCCT CCCAA FJ385276.1 380-416 Mensch 1 100% 
Cladophialophora mycetomatis 2 CBS 454.82 TTGG ACGGTTTGGTCGACGACATCCGACCCCT CCCAA EU137293.1 399-435 
Kulturkonta-
minante 
1 98% 
Cladophialophora psammophila CBS 110553
T TTGG ACGGTCTGGCGGAAGTGTCGTGCACGCCGCCCCT CCTAA AY857517.1 398-440 
Gasolin-
verseuchter 
Boden 
1 100% 
Cladophialophora samoensis CBS 259.83
T TTGG AGGGTCCCTGGTCGAGGCTCTACCTCGACCT CCTAA EU137291.1 393-432 
Mensch, Haut-
läsion 
1 100% 
Cladophialophora saturnica CBS 118724
T TTGG ACGGCTTGGTAGAGTTCCCTCTACCCT CCTAA EU103984.1 398-433 
interdigitale, 
Hautläsion, 
HIV-positives 
Kind 
4 100% 
Cladophialophora subtilis CBS 122642
T TTGG ACGGCCTTGGTCGCGCACGCGCCGACCCCT CCTAA FJ385273.1 387-425 Eistee 2 100% 
Cladophialophora yegresii CBS 114405
T TTGG ACGGTTTTGGTCGAGTGTCCCTCGACCCCT CCTAA EU137322.1 394-432 
Stenocereus 
griseus 
3 100% 
Cyphellophora laciniata  CBS 190.61
T TTGG ACGTCGGCGGCGGCCTTTAGTGGCGTACCGCCCGT CTCAA EU035416.1 523-566 Mensch, Haut 11 100% 
Cyphellophora pluriseptata  CBS 286.85
T TTGG ACGCGGCGGCGGCGCACCCGCCCCCGCCCGT CTCAA FN908214.1 404-444 Mensch, Fuß 1 100% 
Cyphellophora suttonii CBS 449.91
T TTGG ATGTTGGCGGCGGCCTTTAGTGGCGTACCGCCCGT CTCAA GU225946.1 382-425 Hund, Ohr 2 100% 
Cyphellophora vermispora CBS 228.86
T TTGG ACGTCGGCGGCGGCCTTTAGTGGCGTACCGCCCGT CTCAA GU225947.1 383-426 
Triticum aesti-
vum, Wurzel 
11 100% 
Exophiala alcalophila  CBS 520.82
T TTGG ACGGCTTGGTTACGCTCCCCGCGTGACCCCT CCTAA JF747041.1 395-434 Boden 4 100% 
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Fortsetzung Tabelle II-1 (ii) 
Spezies Stamm  Barcode-Identifier  
Accession 
Nummer 
Position Habitat 
Anzahl 
100% D2 
Treffer 
ITS Überein-
stimmung 
Ex-Typus  
Exophiala angulospora 1 CBS 482.92T TTGG ACGGCCTGGTCGAGTCCGCTCGACCCCT CCTAA JF747046.1 385-421 Brunnenwasser 4 100% 
Exophiala angulospora 2 CBS 122264 TTGG ACGGCCTGGTCGAGTCCCCTCGACCCCT CCTAA JF747052.1 396-439 
hydrocarbon 
polluted soil 
5 98% 
Exophiala angulospora 3 CBS 109906 TTGG ACGGCTTGGTCGAGTCCCCTCGACCCCT CCTAA JF747047.1 395-439 
Trinkwasser in 
Hausinstallation 
5 98% 
Exophiala aquamarina CBS 119918
T TTGG ACGGCTTGGTGGACGCCCCGCACGGGGCGTCCACCCCT CCCAA JF747054.1 391-437 
Phycodurus 
eques (See-
pferdchen), 
Haut 
8 100% 
Exophiala asiatica  BMU 00015
T TTGG ACGGCCCGGTCGACGCGTCATTTAGCGCCGACCCCT CCTAA EU910265.1 400-444 Mensch 1 100% 
Exophiala attenuata CBS 110026 TTGG ACGGTTTGGTGTCTGGCAACGGTCACCCCT CCCAA AF549446.1 399-437 
Mensch, kutane 
Läsion, Finger 
4 100% 
Exophiala bergeri  CBS 353.52
T TTGG ACGGTCTGGTTTAGGCACCGCCTAGACCCCT CCTAA EF551462.1 391-430 Mensch 6 100% 
Exophiala brunnea CBS 587.66
T TTGG ACGGTTTGGTGGAGGCCCCTCACGGGGCTCCTGCCCCT CCTAA JF747062.1 386-432 
Acacia karro, 
Laub 
2 100% 
Exophiala cancerae CBS 120532
T TTGG ACGGTTTGGTGGAGGGCCTTCGGGCGCCACCCCT CCCAA JF747063.1 383-425 Krabbe 10 100% 
Exophiala castellanii  CBS 158.58
T TTGG ACGGTTTGGTGTCGGCAACGTCACCCCT CCCAA GU225940.1 394-430 
Mensch, subku-
tane Zyste  
1 100% 
Exophiala capensis CBS 128771
T TTGG ACGGCTCGGTCTAGGTACCGCCTAGACCCCT CCTAA JF499841.1 928-976 
Deckblätter, 
Phaenocoma 
prolifera 
11 100% 
Exophiala dermatitidis 1 CBS 207.35T TTGG ACGGTCTGGTCGAGCGTTTCCGCGCGACCCCT CCCAA AF050269.1 395-435 Mensch 40 100% 
Exophiala dermatitidis 2 CBS 100338 TTGG ACGGTATGGTCGAGCGTTTCCGCGCGACCT CCCAA AF147495.1 391-429 Luftbefeuchter 1 97% 
Exophiala dermatitidis 3 BMU 00035 TTGG ACCGGTCTGGTCAAGCGTTTCCGCGCGACCCT CCCAA EU910258.1 395-436 
Mensch, Zere-
brospinalflüs-
sigkeit 
1 97% 
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Fortsetzung Tabelle II-1 (iii) 
Spezies Stamm  Barcode-Identifier  
Accession 
Nummer 
Position Habitat 
Anzahl 
100% D2 
Treffer 
ITS Überein-
stimmung 
Ex-Typus  
Exophiala equina 1 CBS 119.23T TTGG ACGGTTTGGTGGAGGCCCCCTCGGGGGCTCCTGCCCCT CCCAA JF747094.1 385-431 Pferdeleder 63 100% 
Exophiala equina 2 CBS 122263 TTGG ACGGTTTGGTGGAGGCCCCCTCGGGGGTTCCTGCCCCT CCCAA JF747099.1 385-431 - 9 98% 
Exophiala equina 3 CBS 122270  TTGG ACGGTTTGGTGGAGGTCCCCTCGGGGGCTCCTGCCCCT CCCAA JF747101.1 384-430 Mensch, Fuß 9 98% 
Exophiala exophialae CBS 668.76
T TTGG ACGGTTTGGTCCCGGGACGCCCCTGGACCCCT CCCAA AY156973.1 385-425 
Dasypus septemcinctus, 
Stroh in Höhle 
3 100% 
Exophiala halophila  CBS 121512
T TTGG ACGGCTTGGTCGCGCCCCCCGGGCACCGACCCCT CCTAA JF747108.1 394-436 Mensch, Achselhöhle 3 100% 
Exophiala heteromorpha CBS 232.33
T TTGG ACGGTCTGGTCGAGCCCGCCTCGACCCCT CCCAA AY857524.1 389-426 Zellstoff 6 100% 
Exophiala jeanselmei 1 CBS 507.90T TTGG ACGGTTTGGTCTCGGGTCCGACCCCCCTTGACCCCT CCCAA AY156963.1 389-433 Mensch 14 100% 
Exophiala jeanselmei 2 CBS 677.76 TTGG ACGGTTTGGTCAAAGGGTCCGACCCCCCTAGACCCCT CCCAA AY163553.1 386-431 Mensch, Fuß, Abzess 2 96% 
Exophiala lacus CBS 117497
T TTGG ACGGTTTGGCGGAGACCTGTTACAGGCCTCCACCCCT CCCAA JF747110.1 384-429 Wasser 1 100% 
Exophiala lecanii-corni  CBS 123.33
T TTGG ACGGCCTGGCGTCGGCGACGACCCCACCT CCCAA AY857528.1 409-446 Lecanium corni 10 100% 
Exophiala mesophila 1 CBS 402.95T TTGG ACGGCTTGGTGTCAGCGATGTCACCCCT CCTAA GU225941.1 396-432 
Silikonfuge, Duschraum, 
Krankenhaus 
16 100% 
Exophiala mesophila 2 CBS 121511 TTGG ACGGCTTGGTGTCAGCAATGTCACCCCT CCTAA JF747122.1 397-433 Nasengewebe 1 97% 
Exophiala moniliae CBS 520.76
T TTGG ACGGTCTGGTTAGGCGACTGACCCCT CCTAA GU225948.1 390-424 Quercus, Zweig 6 100% 
Exophiala nishimurae CBS 101538
T TTGG ACGGCTTGGTCTAGGTCGTCGCCTAGACCCCT CCCAA AY156966.1* 392-432 Baumrinde 1 100% 
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Fortsetzung Tabelle II-1 (iv) 
Spezies Stamm  Barcode-Identifier  
Accession 
Nummer 
Position Habitat 
Anzahl 
100% D2 
Treffer 
ITS Überein-
stimmung 
Ex-Typus  
Exophiala oligosperma 1 CBS 725.88T TTGG ACGGTCTGGTCCGGGGACCTCAAACCCCCTGGACCCCT CCCAA AY163551.1 397-443 
Mensch, Tumor 
der Keilbein-
höhle 
25 100% 
Exophiala oligosperma 2 UTHSC95-2041 TTGG ACGGTTTGGTTCGGGGACCTCAAACCCCCTGGACCCCT CCCAA EF025415.1 388-434 Mensch 2 96% 
Exophiala oligosperma 3 UTHSC 91-870 TTGG ACGGTTTGGTCCGGGGACCTCAAAGCCCCCTGGACCCCT CCCAA EF551458.1 354-401 Mensch, Hand 8 99% 
Exophiala oligosperma 4 IFM 41701 TTGG ACGGTTTGGTCCGGGGACCTCAAAAACCCCCTGGACCCCT CCCAA AY163548.1 392-440 Boden 1 97% 
Exophiala opportunistica CBS 109811 TTGG ACGGTTTGGTGGAGACCCCCTTCGCGGGCTTCTACCCCT CCCAA JF747123.1 384-431 Trinkwasser 1 100% 
Exophiala pisciphila  CBS 537.73
T TTGG ACGGTTTGGTGGAGGCCCCCTCGCGGGGCCACCGCCCCT CCCAA AF050272.1 390-437 
Ictalurus 
punctatus 
17 100% 
Exophiala salmonis  CBS 157.67
T TTGG ACGGTTTGGTGGAGGCCCCTTGCGGGCATCTGCCCCT CCCAA AF050274.1 512-557 Salmo clarkii 4 100% 
Exophiala sideris CBS 121818
T TTGG ACGGTTTGGTCCAGGTCACCTGGACCCCT CCTAA HQ452311.1 391-428 
Beere, Sorbus 
aucuparia 
26 100% 
Exophiala spinifera  CBS 899.68
T TTGG ACGGTTTGGTCCCGGGACCCCCCTGGACCCCT CCCAA AY156976.2 384-424 
Mensch, Nase, 
Granulom 
37 100% 
Exophiala "syphonis" UTHSC88-471 TTGG ACGGTCTGGTCGAGCTGCTCGACCCCT CCCAA EF025401.1 391-426 Mensch 6 100% 
Exophiala xenobiotica 1 CBS 118157T TTGG ACGGTTTGGTTTAGGTACCCCTAGACCCCT CCTAA DQ182587.1 383-421 Ölschlamm 32 100% 
Exophiala xenobiotica 2 CBS 119306 TTGG ACGGTTTGGTTTAGGCACCCCTAGACCCCT CCTAA EF025409.1 377-415 Mensch 1 97% 
Exophiala xenobiotica 3 CBS 117665 TTGG ACGGTTTGGTTTAGGTACCCCTAGATCCCT CCTAA DQ182588.1 383-421 
Mensch, Gewe-
be 
7 99% 
Exophiala xenobiotica 4 CBS 117676 TTGG AGGTCTTGGTGTAGGGTTCCCCCCTCCACCCCT CCTAA DQ182592.1 388-429 Mensch, Finger 1 93% 
Exophiala xenobiotica 5 CBS 117641 TTGG AGGTCTTGGTGTAGGGTCCCCCCTACACCCCT CCTAA DQ182591.1 388-428 
Mensch, Knie, 
Zyste 
1 94% 
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Fortsetzung Tabelle II-1 (v) 
Spezies Stamm  Barcode-Identifier  
Accession 
Nummer 
Position Habitat 
Anzahl 
100% D2 
Treffer 
ITS Überein-
stimmung 
Ex-Typus  
Fonsecaea erecta 1  dH 20513 TTGG ACGGTCCGGTGGAGAGTCATCCTTTCCACCCGT CCTAA - 391-432 - 1 100% 
Fonsecaea erecta 2 dH 20502 TTGG ACGGTCCGGTGGAGAGTCATCCTTTTCACCCGT CCTAA - 428-469 - 0 99% 
Fonsecaea minima  dH 20511 TTGG ACGGTTCGGTGGAGAGTCACACCTCCCACCCGT CCTAA - 396-437 - 2 100% 
Fonsecaea monophora 1 CBS 269.37T TTGG ACGGCTTGGTGGAGTAAGTTCACACTTTCCACCCCT CCTAA AY857511.1 401-445 Mensch 20 100% 
Fonsecaea monophora 2  CBS 121732 TTGG ACGGCTTGGTGGAGCAAGTTCACACTTTCCACCCCT CCTAA EF513759.1 400-444 Mensch 20 99% 
Fonsecaea monophora 3  IFM 4889 TTGG ACGGCTTGGTGGAGTAAGTTCACGCTTTCCACCCCT CCTAA AB091204.2 423-467 Mensch 33 97% 
Fonsecaea monophora 4 IFM 54446 TTGG ACGGCTTGGTGGAGTAGGTTCACGCTTTCCACCCCT CCTAA AB251881.1 400-444 
Zervikale 
Lymphknoten 
1 97% 
Fonsecaea multimorphosa CBS 980.96
T TTGG ACGGCTCGGTGGACTCCTTCCACCCGT CCTAA JF267657.1 392-427 Katze 0** 100% 
Fonsecaea nubica 1 CBS 269.64T TTGG ACGGTTTGGTGGAGCGAGTTCACACTTTCCACCCCT CCTAA EU938592.1 400-444 Mensch, Haut 6 100% 
Fonsecaea nubica 2 CBS 121733 TTGG ACGGCTTGGTGGAGCGAGGTCACACTTTCCACCCCT CCTAA EF513756.1 447-491 Mensch 2 98% 
Fonsecaea nubica 3 CBS 557.76 TTGG ACGGCTTGGTGGAGCGAGTTCACACTTTCCACCCCT CCTAA EU938593.1 399-443 - 52 99% 
Fonsecaea pedrosoi 1 CBS 271.37T TTGG ACGGCTTGGTGGAGCGAGTTCACACTTTCCACCCCT CCTAA AB114127.1 423-467 Mensch 52 100% 
Fonsecaea pedrosoi 2 CBS 122741 TTGG ACGGCTTGGTGGAGCGAGTTCACACTTTCCACCCCCT CCTAA EU938589.1 400-445 Mensch, Fuß 1 98% 
Knufia epidermidis CBS 120353
T TTGG ACCCAAGTTTTTGGCTATTAAAAACTTGGT CCTAA EU730589.1 392-430 Mensch, Fuß 2 100% 
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Fortsetzung Tabelle II-1 (vi) 
Spezies Stamm  Barcode-Identifier  
Accession 
Nummer 
Position Habitat 
Anzahl 
100% D2 
Treffer 
ITS Überein-
stimmung 
Ex-Typus  
Phaeoannelomyces elegans CBS 110172 TTGG ACGGTTTGGTGGAGGCCCCCTCGGGGGCTCCTGCCCCT CCCAA EF551549.1 348-394 Bahnschwelle 63 100% 
Phialophora americana CBS 840.69 TTGG ACGGATTTTGGTCGTGTAACAACGACCCCT CCTAA AF050283.1 387-425 
verrottendes 
Holz 
14 100% 
Phialophora europaea CBS 129.96
T TTGT AGCGGCCCCCCCGCTCTT CCCAA EF551553.1 386-412 Mensch, Zeh 12 100% 
Phialophora reptans CBS 113.85
T TTGG ACCCGGCGGGAGCTTCGCGCCCCCGCCCGT CTCAA EU514699.1 389-427 - 4 100% 
Phialophora verrucosa 1 CBS 273.37 TTGG ACGGATCTTGGTCGTGTGATCGCGACCCCT CCTAA AF050281.1 389-427 Mensch 2 100% 
Phialophora verrucosa 2 IMTSP.800 TTGG ACGGATCCTGGTCGTGTGATCGCGACCCCT CCTAA AF397135.1 410-448 - 1 99% 
Phialophora verrucosa 3 CBS 286.47 TTGG ACGGATTTTGGTCGTGTGATATCGACCCCT CCTAA AF050282.1 397-429 
fruit rachis, 
Musa sapientum 
5 96% 
Phialophora verrucosa 4 CBS 839.68 TTGG ACGGATTTTGGTCGTGTGATACCGACCCCT CCTAA DQ404353.1 434-472 
Kiwi, Elephan-
tiasis 
2 98% 
Rhinocladiella anceps 1 CBS 181.65INT TTGG AAGGCCTGGTGTCCCCCCGGGGACACCCCT CCCAA EU041805.1 385-423 
Boden unter 
Thuja plicata 
2 100% 
Rhinocladiella anceps 2 CBS 157.54  TTGG AAGGCCTGGTGTCTCC CCCCGGGGATACCCCT CCCAA EU041804.1 417-457 
Fagus sylvatica, 
Stamm 
4 95% 
Rhinocladiella aquaspersa  CBS 313.73
T TTGG ACGGTCGGCCTC TTCACCGAGGCCCCT CCCAA GU017733.1 388-433 Mensch 4 100% 
Rhinocladiella atrovirens CBS 264.49
AUT TTGG ACGGCTGGTCGGGCGACGCCCGACCCCT CCTAA EU041812.1 396-432 Honig 6 100% 
Rhinocladiella basitona CBS 101460
T TTGG ACGGTTTGGUCTAGGGCCTCCCTAGACCCCT CCCAA AY163561.1 384-423 
Mensch, subku-
tane Läsion 
2 100% 
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Fortsetzung Tabelle II-1 (vii) 
Spezies Stamm  Barcode-Identifier  
Accession 
Nummer 
Position Habitat 
Anzahl 
100% D2 
Treffer 
ITS Überein-
stimmung 
Ex-Typus  
Rhinocladiella mackenziei 1 CBS 650.93T TTGG ACGGCCTGGGTTTGGAAGTTTTCTCTCGAGGCCCCCT CCCAA AY857540.1 373-418 
Mensch, 
Gehirn 
1 100% 
Rhinocladiella mackenziei 2 CBS 367.92 TTGG ACGGCCTGGGTTTGGAAGTTTTCTCTCGAGCCCCT CCCAA EU041808.1 393-437 
Mensch, 
Gehirn 
6 99% 
Rhinocladiella mackenziei 3 CBS 102590  TTGG ACGGCCTGGGTTTGGAAGTTTTCTCTCAAGCCCCT CCCAA EU041810.1 380-424 
Mensch, 
Gehirn 
1 99% 
Rhinocladiella similis 1 CBS 111763T TTGG ACGGTTTGGTCCAGGGCCCCCCCTGGACCCCT CCCAA EF551461.1 343-383 
Mensch, 
chronischer 
Haut-ulkus 
16 100% 
Rhinocladiella similis 2 dH 13054 TTGG ACGGTTTGGTCCAGGGTCCCCCCTGGACCCCT CCCAA AY857529.1 386-426 Wasser 1 99% 
Veronaea botryosa 1 CBS 254.57T TTGG ACGGTTTGGTGGAGGCCCCCTCGTCGGGGTCGCTGCCCCT CCCAA EU041816.1 394-442 
Oliven-
Pressku-
chen 
2 100% 
Veronaea botryosa 2 CBS 350.65 TTGG ACGGTTTGGTGGAGGCCCCCCTCGTCGGGGTCGCTGCCCCT CCCAA EU041817.1 408-457 Ziegenkot 7 99% 
Veronaea compacta CBS 268.75
T TTGG ACGGTTTGGCGGAGGCCCCTCGCGGGGCTCTCGCCCCT CCCAA EU041819.1 407-453 - 1 100% 
Veronaea japonica CBS 776.83
T TTGG ACGGTTTGGCGGAGGCCCCCTCGGGGGCTCTCGCCCCT CCCAA EU041818.1 419-465 
abgestor-
bener 
Bambus-
stengel 
7 100% 
* hinterlegte Sequenz gehört zu Stamm CBS 110628 
** Sequenz zum Zeitpunkt der Analyse nicht hinterlegt
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II.3.2 Analyse der Barcode-Identifier Kandidaten 
Um intraspezifische Variabilität in jeder der 68 Entitäten auszumachen, wurde in GenBank 
eine Datenbankabfrage mit dem jeweiligen Speziesnamen und Synonymen mit einer Be-
schränkung auf ITS-Sequenzen durchgeführt. Resultierende Sequenzen, die mindesten 85% 
der Länge der jeweiligen Typus-Stamm ITS-Sequenz abdeckten, wurden dem initialen Se-
quenzalignment zugefügt. Abweichende Barcode-Identifier mit gleicher Spezies-Bezeichnung 
und mit > 93% Sequenzähnlichkeit der gesamten ITS-Region zum jeweiligen Ex-Typus 
Stamm (Tab.II-1) wurden als Sequevare bezeichnet. Der Ex-Typus oder authentische Stamm 
Name wurde dann mit einer „1“ gekennzeichnet und alle folgenden Sequevare wurden nach 
absteigender Sequenzähnlichkeit der Barcode-Identifier Region mit steigenden Nummern 
versehen (z. B. E. dermatitidis, Tab.II-1). Für 22 der ursprünglichen 68 Barcode-Identifier 
wurden so 38 vorläufige Sequevare (2-5 pro Spezies) gefunden. Insgesamt resultierten daraus 
106 Barcode-Identifier Kandidaten (Tab.II-1). Das gewählte Vorgehen ist als Flussdiagramm 
in Abbildung II-2 dargestellt.  
 
II.3.3 Screening - Spezifität der Barcode-Identifier 
Mit den Barcode-Identifier Kandidaten (n=106) von 27-50 bp Länge wurde mittels BLAST-
Algorithmus eine Datenbankabfrage bei GenBank (Strategie A, siehe II.2.3) unter Verwen-
dung der beschriebenen Parameter durchgeführt. Nur Treffer mit 100% query coverage wur-
den dabei in der weiteren Analyse verwendet. In 44 Fällen stellte sich der jeweilige Barcode-
Identifier als eindeutig heraus, das heißt, bei der Datenbankabfrage wurde nur eine Spezies-
Bezeichnung erhalten.  
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Abbildung II-2: Ermittlung und Analyse der Barcode-Identifier 
 
In 28 Fällen wurden identische Sequenzen mit unzureichend identifizierten Pilzstämmen (z. 
B. ‚Exophiala undescribed species‘ oder ‚uncultured ascomycete‘) gefunden. Da alle diese 
Sequenzen > 97% Sequenzähnlichkeit (bei identischer Barcode-Identifier Sequenz) mit der 
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gesamten ITS-Region des jeweiligen Ex-Typus Isolats aufwiesen, wurden sie der Speziesbe-
zeichnung des jeweiligen Ex-Typus-Isolats und damit auch dem betreffenden Barcode-
Identifier zugeordnet. In zwei Fällen, nämlich Fonsecaea erecta 1 und F. multimorphosa, 
wurde keine übereinstimmende Sequenz gefunden, da die ITS-Sequenzen dieser Spezies zum 
Zeitpunkt der Analyse noch nicht bei GenBank hinterlegt worden waren. 
In 32 Fällen wurde eine 100%-Übereinstimmung mit Sequenzen festgestellt, denen abwei-
chende Speziesbezeichnungen als die vom Ex-Typus Isolat definierte Bezeichnung, zugeord-
net waren (z. B. Datenbankabfrage mit Barcode-Identifier E. oligosperma 1 ergibt die Be-
zeichnung E. spinifera). Diese Befunde wurden mittels anschließender Literatursuche zu 
Neubeschreibungen überprüft. Bis auf drei weiterhin bestehende Widersprüche (drei „Bar-
code-Identifier“, sechs Spezies) konnten alle weiteren „falschen“ Treffer (n=26) auf veraltete 
oder einfach falsche Speziesbezeichnungen der jeweiligen GenBank Einträge zurückgeführt 
werden, die zwischenzeitlich nicht aktualisiert oder korrigiert wurden. Bei den 26 Fällen wur-
den die jeweiligen Sequenzen den betreffenden Spezies oder Sequevaren zugeordnet. Bei den 
verbleibenden drei Sequenzen, bei denen sich jeweils zwei verschiedene Spezies einen Bar-
code-Identifier teilten, wurden die gesamten ITS-Regionen dieser Spezies einem Vergleich 
unterzogen. Dabei wiesen die Sequenzen von Cyphellophora laciniata und C. vermispora, bei 
gleichem Barcode-Identifier, 1,3% Unterschied in der gesamten ITS Region auf. Die Sequen-
zen von Fonsecaea pedrosoi Sequevar 1 und F. nubica Sequevar 3 zeigten 2,6% Abweichung 
und Exophiala equina Sequevar 1 und Phaeoanellomyces elegans 13,0%. Die Unterschiede 
waren dabei hauptsächlich in der ITS1-Region zu finden. Abbildung II-2 illustriert den be-
schriebenen Ansatz, der letztendlich zu 100 eindeutigen Barcode-Identifiern und 3 Barcode-
Identifiern, die sich von jeweils zwei Spezies oder Sequevaren geteilt wurden (ursprünglich: 
106 Barcode-Identifier Kandidaten). 
 
 
II.3.4 Performance der ausgewählten Barcode-Identifier 
Drei verschiedene Datenbankabfragen zur Ermittlung der Leistungsfähigkeit der Barcode-
Identifier wurden in GenBank mit den vorher beschriebenen Einstellungen und den 103 Bar-
code-Identifiern (Strategie A), den ITS2 Abschnitten (Strategie B) und den kompletten ITS1-
5.8S-ITS2 Abschnitten (Strategie C) unter Verwendung des BLAST-Algorithmus durchge-
führt. Der Beste und der Zweitbeste Treffer wurden jeweils notiert (Daten nicht aufgeführt). 
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Die drei Suchstrategien (A), (B) und (C) wurden bezüglich der erhaltenen identischen Se-
quenzen verglichen (Tab.II-2).  
 
Tabelle II-2: Vergleich identischer Sequenzen bei Anwendung der drei Suchstrategien; A: Barcode-
Identifier, B: ITS2-Abschnitt, C: ITS1-5.8S-ITS2-Abschnitt 
      
BLAST Suchstrategie (A)  (B)  (C) 
 
Genabschnitt 
Barcode- 
Identifier 
 ITS2  ITS1, 5.8S, ITS2 
      
Anzahl der 100% Treffer 944  410  231 
Anzahl identischer Sequenzen mit korrek-
tem Spezies-Namen 
496  243  140 
Anzahl identischer Sequenzen mit nicht 
eindeutigem oder inkorrektem Spezies-
Namen 
448  167  91 
 
 
Die Datenbankabfrage mit den Barcode-Identifiern (Strategie A) lieferte in etwa viermal so 
viele identische Sequenzen wie die Abfrage mit dem gesamten ITS1-5.8S-ITS2-Genabschnitt 
(Strategie C), was die Überlegenheit der Barcode-Identifier eindrucksvoll verdeutlicht. Mit 
steigender Länge des bei einer Suche verwendeten Fragments nahm die absolute Zahl von 
identischen Sequenzen mit korrekter Spezies Bezeichnung ebenso ab, wie die der nicht ein-
deutigen oder inkonsistenten Spezies-Bezeichnungen (ABC). Detaillierte Werte liefert 
Tabelle II-2.  
Dieses Phänomen lässt sich auf akkumulierende Sequenzierfehler in längeren Sequenzen, wie 
sie aufgrund der Bildung von Stutter-Produkten während der PCR verstärkt in homopolyme-
ren Regionen vorkommen (Clarke et al. 2001), zurückführen (Tab.II-3).
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Tabelle II-3: Sequenzdivergenzen der ITS2-Region aufgrund von homopolymeren Regionen im Joining-Bereich der Domäne 4 
Spezies Stamm Accession-
Nummer 
Barcode Identifier Joining-Bereich der Domäne 4  % Divergenz 
        ITS2 
E. dermatitidis 1 CBS 207.35T  FJ974060.1 TTGGACGGTCTGGTCGAGCGTTTCCGCGCGACCCCTCCCAA TTGCTCCCCTGCGGGAGTGGGAGAGAACCCCCCTTTTT~ATCAAGGTTGACC 0 
E. dermatitidis 1 CBS 149.90 AF050268.1 TTGGACGGTCTGGTCGAGCGTTTCCGCGCGACCCCTCCCAA TTGCTCCCCTGCGGGAGTGGGAGAGA~CCCCCCTTTTT~ATCAAGGTTGACC 1 
E. dermatitidis 1 IFM 4960 AF147492.1 TTGGACGGTCTGGTCGAGCGTTTCCGCGCGACCCCTCCCAA TTGCTCCC~TGCGG~AGTGGGAGAGAACCCCC~TTTTT~ATCAAGGTTGACC 2 
E. dermatitidis 1 IFM 41479 AB087205.1 TTGGACGGTCTGGTCGAGCGTTTCCGCGCGACCCCTCCCAA TTGCTCCC~TGCG~~AGTGGGAGAAAACCCC~~TTTTT~ATCAAGGTTGACC 5 
E. dermatitidis 1 IFM 4962 AF147491.1 TTGGACGGTCTGGTCGAGCGTTTCCGCGCGACCCCTCCCAA TTGCTCC~~TGCG~~AGTGG~AGAGAACCCC~~TTT~~~AT~AAGGTTGACC 8 
E. oligosperma 1 CBS 725.88T  AY163551.1 TTGGACGGTCTGGTCCGGGGACCTCAAACCCCCTGGACCCCTCCCAA ACCTATATTTTT~CAAGGTTGACC 0 
E. oligosperma 1 dH 13364 - TTGGACGGTCTGGTCCGGGGACCTCAAACCCCCTGGACCCCTCCCAA ACCTATATTT~~~CAAGGT~GACC 1 
E. oligosperma 1 dH 13367 - TTGGACGGTCTGGTCCGGGGACCTCAAACCCCCTGGACCCCTCCCAA ACCTATATTAT~~CAAGGT~GACC 1 
E. oligosperma 1 dH 13757 - TTGGACGGTCTGGTCCGGGGACCTCAAACCCCCTGGACCCCTCCCAA ACC~~TATTTTT~CAAGGTTGACC 2 
E. oligosperma 1 IFM 5386 - TTGGACGGTCTGGTCCGGGGACCTCAAACCCCCTGGACCCCTCCCAA ACCTATATTTTTTCAAGGTTGACC 3 
E. jeanselmei 1 CBS 507.90T AY156963.1 TTGGACGGTTTGGTCTCGGGTCCGACCCCCCTTGACCCCTCCCAA ATATCTTTT~~~A~~CAAGGTTGACC 0 
E. jeanselmei 1 dH 13641 - TTGGACGGTTTGGTCTCGGGTCCGACCCCCCTTGACCCCTCCCAA ATATCTTTT~~~AG~CAAGGT~GACC 1 
E. jeanselmei 1 CBS 116.86  AY163556.1 TTGGACGGTTTGGTCTCGGGTCCGACCCCCCTTGACCCCTCCCAA ATATCTTTTTTTA~~CAAGGTTGACC 3 
E. jeanselmei 1 dH 13746 - TTGGACGGTTTGGTCTCGGGTCCGACCCCCCTTGACCCCTCCCAA ATATCTTTTTTTA~~CAAGGT~GACC 3 
E. jeanselmei 1 dH 13638 - TTGGACGGTTTGGTCTCGGGTCCGACCCCCCTTGACCCCTCCCAA ATATCTTTTTTTAG~CAAGGT~GACC 4 
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II.4 Diskussion 
 
Die Gruppe der Herpotrichiellaceae beinhaltet neben vielen apathogene Umweltspezies eini-
ge mit diesen phylogenetisch sehr nah verwandte, opportunistische und pathogene Spezies 
(Badali et al. 2008, Badali et al. 2011, de Hoog et al. 2011a). Diese Pathogene und Um-
weltspezies können aber mit konventionellen Methoden auf Grundlage von physiologischen 
(Zeng, de Hoog 2008) oder mikromorphologischen Merkmalen (de Hoog et al. 1994) nicht 
sicher unterschieden werden. Die Sequenzierung der ITS-Region mit anschließendem Se-
quenzabgleich in öffentlichen Datenbanken, wie beispielsweise GenBank (Bilofsky et al. 
1986, Benson et al. 2011), wird derzeit in der Routineanalyse als Goldstandard bei der Identi-
fizierung von Pilzen betrachtet. Die Verwendung von öffentlichen Datenbanken zur Spezifi-
zierung von Organismen ist allerdings durch die teilweise schlechte Sequenzqualität, unein-
heitliche Sequenzlängen sowie durch mangelnde taxonomische und andere Aktualisierungen 
limitiert (Nilsson et al. 2006; Nilsson et al. 2008, Tedersoo et al. 2011). So konnte im Falle 
der Pilzen gezeigt werden, dass bei mehr als einem Viertel der in öffentlichen Datenbanken 
hinterlegten ITS-Sequenzen die zugrundeliegenden Organismen taxonomisch inkorrekt ein-
geordnet sind. Weiterhin wiesen 2,5% aller Sequenzen mehr als 1% Mehrdeutigkeiten nach 
IUPAC-Nomenklatur auf, bei 82% fehlte der Bezug zu einer Referenzspezies und bei 99,2% 
aller Pilzsequenzen wurden die Daten nach der ersten Hinterlegung nie mehr aktualisiert 
(Nilsson et al. 2006). Die öffentlich zugänglichen Gendatenbanken, wie GenBank sind und 
waren nicht zur Identifikation von Spezies gedacht. Sie dienen vielmehr der Archivierung und 
dem Auffinden von Gen-Ähnlichkeiten und der damit verbundenen Zuordnung von Genen zu 
ihren Proteinfamilien. Grundsätzlich kann dort jedermann Gensequenzen mit einer Speziesbe-
zeichnung hinterlegen, die nicht taxonomisch überprüft wird. Deshalb werden zurzeit immer 
mehr kleinere, auf die Speziesidentifizierung ausgerichtete und dahingehend validierte Daten-
banken eingeführt (z. B. Fusarium: http://www.cbs.knaw. nl/fusarium/, Trichoderma: 
http://www.isth.info/), die aber bisher jeweils nur einen kleinen Teil des gesamten Pilzreichs 
abdecken. Weiterhin enthält die ITS2 Region der Herpotrichiellaceae homopolymere Regio-
nen, besonders poly-T, die in zu einer artifiziellen durch die PCR bedingten Varianz (Clarke 
et al. 2001) zwischen den Sequenzen von bis zu 8% der Basenpositionen (Tab.II-3) führen 
können. Die Anwendung der Barcode-Identifier eliminiert diese Fehlerquelle sehr effektiv 
(Tab.II-2). 
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Wir stellen hier einen Identifikationsansatz vor, der auf Barcode-Identifiern basiert, die - 
durch Vergleich mit Sequenzen der Ex-Typus Stämme validiert wurden, und der geeignet ist, 
die beschriebenen Schwierigkeiten zu beseitigen. Dazu wurde ein im ITS2-Bereich lokalisier-
tes 27-50 bp langes Fragment ausgewählt. Es konnte gezeigt werden, dass 100 von 106 Spe-
zies oder Sequevaren durch die 103 vorgeschlagenen Barcode-Identifier eindeutig differen-
ziert werden konnten. Die verbleibenden sechs taxonomischen Entitäten teilten sich drei Bar-
code-Identifier, konnten aber leicht über Sequenzunterschiede in der ITS1-Region differen-
ziert werden. 
Das rRNA Operon in Eukaryoten ist als Gen-Cluster von aufeinanderfolgenden Tandem 
Repeats organisiert, weshalb seine intragenomische Varianz allgemein als gering eingeschätzt 
wird (Gangloff et al. 1996, Alberts et al. 2002, Kobayashi 2006). Teile der Sequenz der ITS2-
rRNA sind aufgrund ihrer Sekundärstruktur hochkonserviert (Schultz et al. 2005, Coleman 
2007). Dennoch erweist sich die Domäne 2 der ITS2-Region als vielversprechender Kandidat 
für Barcode-Identifier, da sie sowohl hochkonservierte, flankierende Regionen, wie auch eine 
hochvariable Region zwischen diesen aufweist (Landis, Gargas 2007), die sowohl in der Län-
ge wie auch in der Basenzusammensetzung, selbst zwischen nah verwandten taxonomischen 
Entitäten signifikant variiert (Tab.II-1). Die in dieser Untersuchung vorgeschlagenen Seque-
vare könnten zum Teil vorläufigen Charakter haben, da auf Basis molekularbiologischer Un-
tersuchungen - und zukünftig auch gesamtgenomischer Daten (Ng et al. 2013) - nach wie vor 
neue Spezies von bestehenden Entitäten abgegrenzt werden. Es ist deshalb sinnvoll, den neu-
en Barcode-Identifier, analog zur molekularbiologischen Differenzierung der Dermatophyten 
(Gräser et al. 2008), bei der Beschreibung neuer Spezies schwarzer Hefen zu berücksichtigen. 
Solche Identifizierungsansätze sind zwar künstlich, aber unkompliziert in der Anwendung und 
deshalb sehr praktikabel. 
Eine vorangehende Analyse der Domäne 2 der ITS2-Region von Aspergillus-, Candida-, Cla-
dosporium-, Fusarium- und Trichophyton-Spezies zeigte, dass die interspezifische Varianz in 
diesen Genera zu gering ist, um verlässlich als Barcode-Identifier genutzt werden zu können. 
Eine Identifizierung kann hier über andere Domänen der ITS-Region (Pannanusorn et al. 
2012), β-Tubulin, Translation Elongation Faktor 1-α und andere Gene (Balajee et al. 2008) 
erreicht werden. Deshalb ist der hier vorgestellte, auf der Domäne 2 des ITS2-Bereichs basie-
rende, Barcode-Identifier Ansatz bisher auf die Herpotrichiellaceae beschränkt. 
Wir stellen hier ein hochpraktikables Tool zur Spezies-Bestimmung von schwarzen Hefen im 
diagnostischen Routinelabor vor, das klare Vorteile gegenüber der Nutzung der kompletten 
ITS-Region zur Identifizierung hat. Um eine zuverlässige Identifizierung zu erhalten, reichen 
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Sequenzen des ITS2 oder noch kürzere Fragmente aus, die den Barcode-Identifier enthalten. 
Dabei ermöglicht die Kürze des Barcode-Identifiers die Anwendung sehr direkter Pyrose-
quencing Techniken (Borman et al. 2009, Borman et al. 2010). Außerdem ermöglicht sie die 
Durchführung metagenomischer Pyrosequencing-Ansätze, wie das Tag-Encoded-FLX-
amplicon-Pyrosequencing (TEFAP), bei dem die Qualität der Identifizierung von kurzen Bar-
code-Identifiern profitiert. So kann zum Beispiel eine schnelle und kostengünstige Identifizie-
rung und Analyse von Herpotrichiellaceen in Biofilmen durchgeführt werden. Hieraus resul-
tierende kurze Sequenzen können leicht mit den in Tabelle II-1 angegebenen Sequenzen ab-
geglichen werden. Eine kontinuierlich aktualisierte online-Plattform mit validierten Barcodes 
auf Basis dieser Untersuchung könnte zukünftig sehr zur verlässlichen und einheitlichen Iden-
tifizierung der schwarzen Hefen und Verwandter beitragen.  
Zusammenfassend präsentieren wir hier einen einfach zu benutzenden, zuverlässigen, hoch 
praktikablen und kostengünstigen Ansatz für die schnelle molekularbiologische Identifizie-
rung schwarzer Hefen und verwandter Spezies. Dieses Identifizierungs-Tool kam bei allen 
weiterführenden Untersuchungen zur Anwendung. 
Im Rahmen der nachfolgenden Analysen wurde die in dieser Publikation (Heinrichs et al. 
2012) beschriebene Datenbank entsprechend der dort aufgefundenen Sequenzen sukzessiv um 
weitere medizinisch nicht relevante Entitäten erweitert. Dieses Vorgehen resultierte in weite-
ren sechs distinkten Barcode-Identifiern. 
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III SEMI-QUANTITATIVE ANALYSE DER PILZARTEN IN 
SCHWARZEN BIOFILMEN
2
 
 
III.1 Einleitung 
 
III.1.1 Pilzspezies in Biofilmen 
Seit einigen Jahren wird in Hausinstallationen deutschlandweit vereinzelt ein massiver Befall 
von Trinkwasserauslaufarmaturen mit dunkel pigmentierten Biofilmen beobachtet. Wasser-
versorger und Trinkwasserkunden sind über die bisher unbekannten Risiken für die Gesund-
heit besorgt, insbesondere, wenn hygienisch sensible Bereiche, wie Arztpraxen, betroffen 
sind. Die Zusammensetzung und die an der Biofilmbildung beteiligten Spezies waren bisher 
unbekannt, so dass diesbezüglich keine fundierten Aussagen getroffen werden konnten. 
Lichtmikroskopische Untersuchungen der Biofilme sowie elektronenmikroskopische Unter-
suchungen am Institut für Pathologie des Universitätsklinikums Aachen (Abb.III-1) zeigten 
im Vorfeld, dass es sich beim Hauptteil der Biomasse um Pilzmyzel mit dunkel pigmentierten 
Sprosszellen handelte, an die nur in geringem Maße Bakterien angelagert waren. Daraus 
konnte auf eine ursächliche Beteiligung von dunkel pigmentierten „schwarze Hefen“ an der 
Biofilmbildung geschlossen werden. 
Trinkwasserassoziierte Lebensräume in Innenräumen, wie beispielsweise Duschköpfe (Feazel 
et al. 2009) und Duschvorhänge (Soucie, Schuler 2006) aber auch Abflüsse (Nishimura et al. 
1987) sind als Habitat sehr diverser mikrobiologischer Lebensgemeinschaften bekannt (Win-
gender 2012). In der Regel treten diese als Biofilme auf, deren gemeinsames Kennzeichen die 
Bildung von Exopolysacchariden (EPS) ist (Donlan 2002; Flemming, Wingender 2010). Eine 
bedeutende, aber in Bezug auf Biofilmbildung bisher weniger beachtete Organismengruppe, 
stellen die Pilze dar. Bekannte Biofilmbildner aus dem Reich der Pilze sind Candida albicans 
und Aspergillus fumigatus, zu deren Vorkommen und Fähigkeit zur Biofilmbildung es einige 
Untersuchungen aus dem medizinischen Bereich gibt (de Hoog et al. 2000b; Douglas 2003; 
Ramage et al. 2008; Ramage et al. 2009; Chandra et al. 2010). Für Fusarium spp. wurde Bio-
                                                 
2
 Das Kapitel entspricht in wesentlichen Teilen der deutschen Übersetzung des publizierten Artikels: Heinrichs, 
G, I Hübner, CK Schmidt, GS de Hoog, G Haase. 2013. Analysis of black fungal biofilms occurring at domestic 
water taps (I) - compositional analysis using tag-encoded FLX amplicon pyrosequencing. Mycopathologia. doi: 
10.1007/s11046-013-9618-3. 
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filmbildung auf Kontaktlinsen beschrieben (Imamura et al. 2008). Für Zygomyzeten konnte 
ebenfalls der Nachweis einer Biofilmbildung erbracht werden (Singh et al. 2011). Weniger 
bekannt sind solche Eigenschaften aber für schwarze Hefen aus der Gruppe der Herpotrichiel-
laceae. 
 
 
Abbildung III-1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen, schwarzer Biofilm 
(A) Biofilm an Strahlregler; (B) Pilzmyzel am Metallsieb, elektronenmikroskopische Aufnahme im Niedrigva-
kuum, 65x; (C): Exopolysaccharide (EPS) an Hyphengeflecht 500x; (D) sprossende Hyphen im lebenden Bio-
film 2.600x; Fei Environmental Scanning Electron Microscope XL 30 Field Emission Gun, (Fei, Hillsboro, 
USA) ); Aufnahmen wurden dankenswerterweise am Institut für Pathologie des Universitätsklinikums Aachen 
von Herrn Dipl.-Ing. Bovi angefertigt. 
 
Das regelmäßige und weltweite Vorkommen von schwarzen Hefen in Nasszellen gut doku-
mentiert (Lian, de Hoog 2010), wobei eine Reihe opportunistischer Pilzspezies, wie Exophia-
la lecanii-corni, E. castellanii, Knufia epidermidis, Phialophora europaea oder Ochroconis 
spp. identifiziert wurden, die auch beim Menschen Haut- und Nagelinfektionen hervorrufen 
können (Nishimura et al. 1987; de Hoog et al. 2000a; Lian, de Hoog 2010; Saunte et al. 
1 cm 200 µm 
50 µm 10 µm 
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2012). Der ebenfalls schwarz pigmentierte, neurotropische BioSafety-Level 2 Organismus 
Exophiala dermatitidis wird regelmäßig aus klinischen Proben, aus Dampfbädern (Matos et 
al. 2002) und, wie erst kürzlich beschrieben, aus Geschirrspülern weltweit isoliert (Zalar et al. 
2011, Döğen et al. 2012a). Weitere wasserverbreitete, dunkel pigmentierten Arten, wie Exo-
phiala salmonis (Richards et al. 1978; Otis et al. 1985) und E. pisciphila (Mcginnis, Ajello 
1974; Gaskins, Cheung 1986) lösen Infektionen bei kaltblütigen Tieren aus, ebenso wie E. 
angulospora (Nyaoke et al. 2009), E. castellanii, E. equina oder E. lecanii-corni (de Hoog et 
al. 2011b) und die erst kürzlich beschriebene Spezies E. cancerae (Vicente et al. 2012), die 
allerdings auch den menschlichen Gastrointestinal-Trakt besiedeln kann (Woo et al. 2013) 
und deshalb möglicherweise ein größeres pathogenes Potential aufweist, als bisher angenom-
men. 
Aus diesen Zusammenhängen ergibt sich zwingend die Frage nach der gesundheitlichen Re-
levanz beziehungsweise dem pathogenen Potential der an der Biofilmbildung an Trinkwasser-
armaturen beteiligten Pilzspezies und damit grundlegend nach der qualitativen wie quantitati-
ven Zusammensetzung der an den Zapfstellen auftretenden dunkel pigmentierten Biofilme. 
Um das von den Biofilmen ausgehende potentielle Gesundheitsrisiko abzuschätzen, wurden 
diese einer semi-quantitativen Analyse ihrer ribosomalen Internal Transcribed Spacer 2 
(ITS2) Region mittels Tag Encoded FLX Amplicon Pyrosequencing (TEFAP) unterzogen. 
Eine Methode, die bereits erfolgreich bei der Analyse von Bakteriengemeinschaften verwen-
det wurde (Dowd et al. 2008). Zum Vergleich wurde eine klassische kulturelle Analyse der 
Biofilme unter Verwendung von Sabouraud Glukose Agar mit Chloramphenicol (SGA) und 
Erythritol-Chloramphenicol-Agar (ECA) durchgeführt (de Hoog, Haase 1993). 
 
 
III.1.2 Prinzip des Tag Encoded FLX Amplicon-Pyrosequencing (TEFAP) 
Klassischerweise kommen zur Erfassung mikrobieller Diversität in verschiedenen Lebens-
räumen kulturelle Verfahren zum Einsatz, die sich im Fall von Pilzen als sehr zeit- und ar-
beitsintensiv erweisen. Außerdem sind kulturelle Verfahren zur Bestimmung der quantitativen 
Zusammensetzung von Mikroorganismengesellschaften immer mit dem Problem behaftet, 
dass viele Mikroorganismen unter Laborbedingungen entweder gar nicht wachsen (Szewzyk 
et al. 2000; Bogosian, Bourneuf 2001; Oliver 2005) oder, je nach eingesetzten Isolationsme-
dien und gewähltem Probevolumen, bei der Koloniezahl über- oder unterproportional abge-
bildet werden (Kinsey et al. 1999, Hageskal et al. 2009). Elegante und schnelle Ansätze zur 
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Erfassung von semiquantitativen Metagenomdaten stellen dagegen die sogenannten NGS 
(Next Generation Sequencing) Verfahren dar. Das hier, in der Sonderform des im Folgenden 
beschriebenen TEFAP, zur Anwendung kommende 454-Amplicon-Pyrosequencing (Roche 
Applied Science, Schweiz) hat dabei den Vorteil, unabhängig von der Kultivierung zu sein. 
Solche metagenomischen Pyrosequencing-Ansätze zur Ermittlung der Diversität von Pilzge-
meinschaften wurden in den letzten Jahren bereits in unterschiedlichen Lebensräumen wie der 
Phyllosphäre (Jumpponen, Jones 2009), Waldboden mit Mykorrhiza (Buée et al. 2009; Öpik 
et al. 2009; Lumini et al. 2010; Tedersoo et al. 2010; Wallander et al. 2010), Prärieboden 
(Jumpponen et al. 2010), anderen Erdböden (Rousk et al. 2010), Hausstaub (Amend et al. 
2010) und der menschlichen Mundhöhle (Ghannoum et al. 2010) durchgeführt. In sieben die-
ser neun Studien wurde, wie auch in dieser Arbeit, die ITS Region als Target für das Pyrose-
quencing gewählt, die sich immer mehr als universeller Barcode für Pilze durchsetzt (Schoch 
et al. 2012). 
Beim TEFAP macht man sich die enorme Kapazität des FLX-Pyrosequencings zu Nutze, das 
pro Lauf des Gerätes derzeit etwa 1 Million Sequenzen generieren kann. Bei vielen Fragestel-
lungen ist eine solche Analysentiefe nicht nötig. Verbleibende Kapazitäten ermöglichen dann, 
mehrere individuell markierte Proben zu poolen und in einem einzigen Lauf zu analysieren. 
Dazu werden in einer initialen PCR, zusätzlich zu den beim Pyrosequencing generell verwen-
deten Adapter-Oligonukleotiden, 6-mer Kennsignaturen (sogenannte Tags) in das jeweilige 
PCR-Produkt eingebracht (Abb.III-2). Dieses dient beim späteren Pyrosequencing als Temp-
late, so dass die resultierenden Amplicon-Sequenzen spezifisch markiert sind und anhand 
ihres jeweiligen Tags in der späteren Datenanalyse identifiziert werden können. Das ermög-
licht, mehrere spezifisch mit einem spezifischen Tag markierte PCR-Produkte zu mischen 
(Poolen) und dann zusammen einer Emulsions-PCR (emPCR) und dem eigentlichen Pyrose-
quencing zuzuführen.  
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Abbildung III-2: Tag Encoded FLX Amplicon Pyrosequencing: Initiale PCR und „Poolen“ 
(nach Armougom, Raoult 2009) 
 
 
 
III.1.3 Prinzip des 454-Amplicon-Pyrosequencing 
Beim 454-Amplicon-Pyrosequencing handelt es sich um einen „Sequencing-by-Synthesis-
Ansatz“, der eine Kombination aus Emulsions-PCR und Pyrosequencing darstellt. Dabei ba-
siert das eigentliche Pyrosequencing auf der Erfassung von Lichtimpulsen, die beim Einbau 
von Nukleotiden in den wachsenden DNA-Strang erzeugt werden. Siqueira et al. liefern einen 
guten Überblick über die Abläufe (Siqueira et al. 2009). 
Das zu sequenzierende, mit speziellen Oligonukleotid-Adaptern (Roche Primer A und B) ver-
sehene, DNA-Gemisch (Abb.III-2) wird zunächst in Einzelstränge aufgespalten. Dann erfolgt 
die Emulsions-PCR (emPCR) zur klonalen Amplifizierung der Template-DNA (Abb.III-3) in 
einer Öl-Wasser-Emulsion mit den PCR Reagenzien und der zu sequenzierenden DNA in der 
wässrigen Phase. Ebenfalls in der wässrigen Phase befinden sich sogenannte „Capture Be-
ads“, an die Oligonukleotid-Primer gebunden sind, die komplementär zu einem der beiden 
beschriebenen Oligonukleotid-Adapter (A oder B) sind. Der jeweils andere Primer befindet 
sich frei in Lösung. Bei Herstellung der Emulsion entstehen Millionen von Wasserbläschen, 
in denen die PCR stattfindet. Durch geeignete Verdünnung wird dabei gewährleistet, dass 
jeweils nur ein Strang Template-DNA pro „Capture-Bead“ bindet, und außerdem nur ein Be-
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ad pro Mizelle eingeschlossen wird. Schließlich werden an jedem „Capture-Bead“ Millionen 
von Kopien des gebundenen Template-Moleküls amplifiziert (Abb.III-3). 
 
 
Abbildung III-3: Prinzip der Emulsions-PCR (emPCR), Binden der Tag-markierten DNA an ein 
„Capture Bead“ und anschließende PCR in einer Mizelle (emPCR) (nach Margulies et al. 2005) 
 
Nach dem Aufbrechen der Emulsion und dem Denaturieren der DNA werden die mit Einzel-
strang-DNA beladenen „Capture-Beads“ in die Kavitäten einer Picotiter-Platte (ca. 1,6 Mio., 
ø ≈ 20 µm) überführt (Abb.III-4) so dass in jede Kavität nur ein einzelnes „Capture-Bead“ 
gelangt (Margulies et al. 2005). Jeder Kavität werden weitere Beads zugefügt, die mit den für 
die Pyrosequencing-Reaktion notwendigen Enzymen (Abb.III-5) beladen sind. 
 
 
Abbildung III-4: Kavitäten einer Picotiterplatte, (aus Margulies et al. 2005) 
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Die Pyrosequencing Reaktion findet in den Kavitäten unter Beteiligung der am „Capture-
Bead“ immobilisierten Einzelstrang-DNA, dem Sequenzierprimer und den Enzymen DNA-
Polymerase, ATP-Sulfurylase, Luciferase und Apyrase sowie den Substraten Adenosin-5‘-
phosphorsulfat (APS) und Luziferin statt. 
Fügt man eines der vier Desoxynukleotide (dNTPs) hinzu, katalysiert die DNA-Polymerase 
dessen Einbau in den DNA-Strang, sofern es komplementär zum Template-Base an dieser 
Stelle ist. Die Zugabe aller vier dNTPs erfolgt sequentiell an jeder Position (TACG). 
Beim Einbau von dNTPs wird Pyrophosphat (PPi) proportional zur Menge eingebauter Nuk-
leotide frei. ATP-Sulfurylase wandelt in Anwesenheit von APS das PPi in ATP (Adeno-
sintriphosphat) um, welches wiederum bei der Umwandlung von Luziferin zu Oxo-Luziferin 
benötigt wird. Das Oxo-Luzifernin gibt daraufhin Licht ab, dessen Intensität proportional zur 
verbrauchten Menge ATP ist. In Summe ist die Intensität des Lichtsignals also proportional 
zur Anzahl eingebauter dNTPs. Erfolgt kein Einbau des dNTPs wird auch kein Lichtblitz ge-
neriert (Abb.III-5). 
Das System wird durch Apyrase regeneriert, die ATP und überschüssige dNTPs abbaut. Nach 
Ablauf eines Zyklus wird das jeweils nächste dNTP zugeführt. Pro Kavität wird das Lichtsig-
nal als Peak detektiert, dessen Höhe proportional zur Anzahl der eingebauten dNTPs ist. Ab-
bildung III-5 illustriert die Zusammenhänge. 
 
 
Abbildung III-5: Schema der Pyrosequencing-Reaktion (nach Armougom, Raoult 2009) 
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III.2 Material und Methoden 
 
III.2.1 Probenahme und Herkunft der Proben 
Dreizehn dunkel pigmentierte Biofilme (Tab.III-1) wurden an unterschiedlichen Stellen in 
fünf verschiedenen rheinischen Versorgungsgebieten gesammelt.  
 
Tabelle III-1: Herkunft der analysierten Biofilme B1-B13 
     
Biofilm  Probenahmestelle  Versorgungsgebiet 
     
B1  WC-Spülkasten  Versorger I.1 
     B2  WC-Schüssel  Versorger II.2 
     B3  WC-Spülkasten  Versorger IV.1 
     B4  Strahlregler  Versorger II.1 
     B5  WC-Schüssel  Versorger III.1 
     B6  Strahlregler   Versorger II.1 
     B7  Strahlregler  Versorger II.1 
     B8  Strahlregler  Versorger II.1 
     B9  Strahlregler  Versorger I.1 
     B10  Duschkopf  Versorger I.1 
     B11  Waschmaschine, Pulverfach  Versorger I.1 
     B12  Strahlregler  Versorger I.1 
     B13  Strahlregler  Versorger II.1 
     
 
 
 
III.2.2 TEFAP und selektiv-kultureller Ansatz 
Die Zusammensetzung der Biofilme wurde mittels semi-quantitativem Tag Encoded FLX 
Amplicon Pyrosequencing (TEFAP) der ribosomalen Internal Transcribed Spacer 2 Region 
(ITS2) ermittelt. Um die Ergebnisse abzusichern, wurden die Biofilme parallel mittels eines 
herkömmlichen selektiv-kulturellen Ansatzes analysiert (Abb.III-6). 
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Abbildung III-6: Überblick über die Ansätze zur Biofilmanalytik 
 
 
III.2.2.1 Kulturbedingungen - Kultivierungsansatz 
Eine Impföse mit Biomasse (0,2g Biofilm) wurde in 10 mL 0,9% NaCl-Lösung überführt und 
anschließend mittels eines Ultra-Turrax Tube Drive (IKA, Staufen, BRD) für 1 min auf Stufe 
9 disruptiert. 
Dann wurde eine Verdünnungsreihe in 0,9% NaCl-Lösung mit fünf Verdünnungsstufen her-
gestellt (1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000 und 1:100.000). 
Jeweils 100 µL jeder Verdünnung wurden sowohl auf Sabouraud 2% Glukose-Agar mit Chlo-
ramphenicol (SGA) (Bio-Rad, München BRD) und Erythrit-Chloramphenicol-Agar (ECA) 
(de Hoog, Haase 1993) ausplattiert und bei Raumtemperatur für mindestens 21 Tage inku-
biert. 
Unterschiedliche Kolonietypen wurden auf den Platten mit der höchsten und der zweithöchs-
ten noch zählbaren Koloniezahl gezählt und jeweils eine Subkultivierung zur Gewinnung ei-
ner Reinkultur angefertigt. Der Mittelwert aus der Koloniezahl der beiden Platten wurde be-
stimmt. Resultierende Isolate wurden mittels Sequenzanalyse des ribosomalen Internal 
Transcribed Spacer 2 (ITS2) identifiziert. Bei den Herpotrichiellaceae zugehörigen Sequen-
zen wurde zusätzlich eine Analyse der Domäne 2 des ribosomalen ITS2 durchgeführt 
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(Heinrichs et al. 2012). Die Speziesidentifizierung der Ochroconis-Stämme wurde von K. 
Samerpitak am CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, NL) bestätigt. 
 
 
III.2.2.2 DNA Extraktion - Kultivierungsansatz 
Isolate wurden in Kultivierungsgefäßen (30 mL) (Sarstedt) mit 5 mL Sabouraud-2%-Glukose 
Bouillon (BD Difco) für mindestens 5 Tage bei 28°C angezogen. Im Anschluss wurden die 
Gefäße für 10 min bei 3.180 x g und 4°C zentrifugiert (Varifuge K, Heraeus Christ). Ein Ali-
quot von etwa 0,2 g wurde jeweils einmal in einem 2 mL Gefäß (Eppendorf) mit 500 µL A. 
dest. gewaschen. Einhundert µL Lysislösung (50mM Tris HCl, pH 7,2; 50 mM EDTA, 3% 
SDS) wurden hinzugefügt, und die Biomasse wurde 1 min lang mit einem Mikropistill ge-
quetscht. 
Die Gefäße wurden für 2 min bei 99°C inkubiert, 300 µL Lysislösung wurden zugefügt. Da-
nach wurden sie weitere 10 min bei 80°C inkubiert. 
Nach Zugabe von 400 µL Extraktionsreagenz (50:48:2 vol.% Phenol, Chloroform, Isoamylal-
kohol) und 20 min Zentrifugation bei 20.000 x g (Heraeus Fresco, Thermo Fisher Scientific) 
wurde die DNA mit 40 µL 3M Natriumacetat (pH 5,2) und 400 µL Isopropanol aus der wäss-
rigen Phase gefällt und durch weiteres Zentrifugieren bei 20.000 x g für nochmals 20 min 
abgetrennt. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und in 50 µL A. dest. gelöst. 
 
 
III.2.2.3 PCR - Kultivierungsansatz 
Die PCR wurde im 50 µL Ansatz mit 2,5 µL DMSO (Sigma), 5 µL 10x PCR Puffer (100 mM 
Tris-HCl, 500 mM KCl; pH 8,3) (Roche), 62,5 µM dNTPs (Roche), 1,25 U Taq Polymerase 
(Roche), 500 ng Ziel DNA und je 2,5 pmol der Primer ITS5 (5’-ggaagtaaaagtcgtaacaagg-3’) 
(White et al. 1990) und NL-4 (5’-ggtccgtgtttcaagacgg-3’) (Valente et al. 1999) (Sigma) 
durchgeführt, die die gesamte ribosomale ITS1-5.8S-ITS2 Region und darüber hinaus einen 
Teil der ribosomalen 28S Untereinheit (LSU, large subunit) amplifizieren. 
Dabei wurde folgendes PCR-Programm verwendet: initial 94°C für 1 min, dann 94°C für 1 
min, 55°C für 1 min und 72°C für 3 min in 35 Wiederholungen und schließlich ein abschlie-
ßender Elongationsschritt bei 72°C für 5 min (Labcycler, Sensoquest, Göttingen, BRD). Der 
Erfolg der PCR wurde mit 10 µL PCR Produkt mittels Gel-Elektrophorese (E-Gel
®
, invitro-
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gen) überprüft (3µL Ladepuffer; wässrige Lösung von 0,2 g/L Bromphenolblau und 2 g/L 
Sucrose). Die PCR-Produkte wurden anschließend mittels „Qiaquick® PCR Purification Kit“ 
(Qiagen, Hilden, BRD) nach Herstellerangaben gereinigt. Die Sequenzierung erfolgte mit 200 
ng PCR Produkt unter Verwendung eines „BigDye® Terminator kits v3.1“ (Applied Biosys-
tems, Delaware, USA) nach Herstellerangaben auf einem ABI-Prism
®
 310 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems) mit ITS5 (White et al. 1990) und NL-4 (Valente et al. 1999) als Se-
quenzierprimer. 
 
 
III.2.2.4 DNA Extraktion - TEFAP  
Die DNA wurde mit dem „PowerBiofilmTM DNA Extraction Kit“ (Mobio, Carlsbad, USA) 
nach dem Protokoll des Herstellers aus etwa 0,2 g der Biofilme extrahiert, wobei der mecha-
nische Aufschluss für drei mal 60 sek und jeweils 10 sek Pause bei maximaler Frequenz (30,0 
/ sek) mit einer Schwingmühle (MM310, Retsch GmbH, Haan, BRD) erfolgte. Anschließend 
wurde ein zusätzlicher Aufreinigungsschritt mittels „Qiaquick® PCR Purification Kit“ (Qi-
agen) ebenfalls nach Herstellerangaben durchgeführt. 
 
 
III.2.2.5 Primer Design - TEFAP 
Basierend auf dem universellen Pilzprimer ITS4 (5’-tcctccgcttattgatatgc-3’) (White et al. 
1990) wurden acht verschiedene Fusionsprimer mit integrierter, proben-spezifischer 6mer-
Tag-Sequenz und der Roche Primer A Sequenz erstellt. Basierend auf dem Standard-
Pilzprimer ITS3 (5’-gcatcgatgaagaacgcagc-3’) (White et al. 1990) wurde ein Primer mit inte-
grierter Roche Primer B Sequenz ohne eine 6mer-Tag-Sequenz erstellt (Tab.III-2). 
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Tabelle III-2: Verwendete Fusionsprimer (F1-F8) für das Tag Encoded Amplicon 
Pyrosequencing 
Primer  Primer Sequenzen (51bp bzw. 45bp) 
   
ITS4 tag1 (F1)  CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGTATtcctccgcttattgatatgc~* 
   
ITS4 tag2 (F2)  CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGCGAtcctccgcttattgatatgc~ 
   
ITS4 tag3 (F3)  CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGTGCtcctccgcttattgatatgc~ 
   
ITS4 tag4 (F4)  CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGGATAGCtcctccgcttattgatatgc~ 
   
ITS4 tag5 (F5)  CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATCAGCtcctccgcttattgatatgc~ 
   
ITS4 tag6 (F6)  CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGTATCtcctccgcttattgatatgc~ 
   
ITS4 tag7 (F7)  CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACGCAtcctccgcttattgatatgc~ 
   
ITS4 tag8 (F8)  CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGTCAGtcctccgcttattgatatgc~ 
   
ITS3 (kein tag)  CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGgcatcgatgaagaacgcagc~ (45bp) 
   
*Tags: fett, Roche Primer A und B: Großbuchstaben, sequenzspezifischen Primer ITS3 und ITS4: 
Kleinbuchstaben. 
 
 
 
III.2.2.6 Hot-Start PCR – TEFAP 
Die PCR wurde mit 200 ng extrahierter DNA, 1,25 U Hotstar
®
 Taq-Polymerase (Qiagen), 2,5 
pmol der beschriebenen Primer (Tab.III-2) 62,5 µM dNTPs, 5 µL 10x PCR Puffer (beide: 
Roche) im 50µL Ansatz nach dem in Tabelle III-3 dargestellten Schema durchgeführt.  
 
Tabelle III-3: Ablauf des verwendeten PCR-Programms zur Herstellung tag-markierter ITS2-
Amplicons 
PCR Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Durchläufe 
Aktivierung 95°C 15 min 1 
Denaturierung 94°C 30 sek 
7 
Primer-Annealing 60°C-72°C* 40 sek 
Elongation 72°C 60 sek 
Denaturierung 94°C 30 sek 
15** Annealing + Elongation 72°C 30 sek 
Finale Elongation 72°C 60 sek 1 
*ansteigende Annealing-Temperatur („ramped-PCR“) in den ersten sieben Durchläufen (+2°C pro 
Durchlauf); ** zweischrittige PCR 
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Dabei wurde die Annealingtemperatur in den ersten sieben Durchläufen jeweils um 2°C er-
höht, woraus in den letzten fünfzehn Durchläufen eine zwei-schrittige PCR resultierte. Die 
geringe Anzahl der Durchläufe dient dabei der Vermeidung von PCR Artefakten (Kangawa 
2003). Abbildung III-7 illustriert das Konzept der PCR zur Integration der Tags in das PCR-
Produkt. 
 
 
Abbildung III-7: Schema des PCR Ansatzes zur Herstellung tag-markierter ITS2 Amplicons 
 
Alle eingesetzten Primer wurden vor der Verwendung mit Exophiala lecanii-corni und 
Candida albicans in dem zuvor beschriebenen PCR-Ansatz getestet (Abb.III-8). 
 
 
Abbildung III-8: Gelelektrophorese von ITS3/ITS4 PCR-Produkten im Vergleich mit analo-
gen Fusionsprimer PCR-Produkten: Integration der Roche Primer A, B und der Tags 
Die Fusionsprimer Produkte sind in etwa 100bp länger als analoge herkömmliche PCR-Produkte; Spur 
(1): 100bp ladder; Spur (2): Exophiala lecanii-corni, ITS3/ITS4 Produkt; Spur (3): Exophiala lecanii-
corni, Fusionsprimer Produkt; Spur (4): Candida albicans, ITS3/ITS4 Produkt; Spur (5) Candida albi-
cans, Fusionsprimer Produkt; Spur (6): Exophiala lecanii-corni / Candida albicans DNA-Gemisch, 
ITS3/ITS4 Produkt; Spur (7): Exophiala lecanii-corni / Candida albicans DNA-Gemisch, Fusionspri-
mer Produkt; invitrogen E-Gel
®
 2% Agarose: Ladepuffer: 0,2 g/L Bromphenolblau, 2g/L Sucrose in 
A.dest.) 
 
28S 
5.8S 
ITS2 
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Der DNA-Gehalt der PCR-Produkte wurde spektrophotometrisch bestimmt (Nanovue plus, 
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB) und bis zu acht individuell markierte PCR-Produkte 
wurden äquimolar gemischt und zur weiteren Analyse auf Trockeneis in das Labor der Euro-
fins MWG Operon GmbH (Ebersberg, BRD) versendet, wo das eigentliche Amplicon-
Pyrosequencing auf jeweils 1/8 Picotiterplatte mittels eines Roche GS-FLX Titanium (Roche, 
Basel, CH) durchgeführt wurde. Dabei resultierten etwa 50.000 – 150.000 Amplicon Reads 
pro Lauf. 
 
 
III.2.2.7 Datenverarbeitung 
Etwa 0,8% bis 1,8% der ursprünglichen Amplicon Reads wurden im Eingangstest der New-
bler-Software (454 Life Sciences Corp., Branford, USA) aussortiert, da sie deren Qualitätsan-
forderungen nicht entsprachen.  
Mittels der in die online Arbeitsplattform PlutoF (Abarenkov et al. 2010b; Tedersoo et al. 
2011) implementierten 454-pipeline (http://unite.ee/ 454pipeline.tgz) (Tedersoo et al. 2010) 
wurden Sequenzen mit schlechter Qualität basierend auf dem Anteil nicht eindeutig bestimm-
ter Basen und der Länge der Sequenz aussortiert. Das Clustern und die Identifizierung mittels 
Sequenzabgleich, wurde mit folgenden Einstellungen ebenfalls unter Verwendung der 454-
pipeline durchgeführt: Clustering level: 97 %, Initial lower sequence length limit: 100 bp, 
Limit for IUPAC ambiguous codes: 3 %, Number of blast hits to show: 15, Show multiple 
alignment: yes, Accuracy of alignment: accurate. 
Tabelle III-4 zeigt den Anteil der Amplicon-Reads die aufgrund der genannten Kriterien ver-
worfen wurden.  
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Tabelle III-4: Prozessierte Reads und durch die 454-pipeline aussortierten Reads 
Biofilm  Primersatz  Pool  
Amplicon-
Reads total  
Amplicon-Reads 
nach Cleaning  
Anteil aussortierter 
Sequenzen 
           
B1  F3  2  5.289  4.446  15,94% 
           
B2  F1  1  8.927  4.392  50,80% 
           
B3  F7  2  21.932  17.480  20,30% 
           
B4  F4  1  12.207  10.425  14,60% 
           
B5  F8  2  23.688  19.225  18,84% 
           
B6  F3  1  10.632  9.144  14,00% 
           
B7  F1  2  15.198  14.016  7,78% 
           
B8  F3  3  17.003  13.234  22,17% 
           
B9  F4  2  17.978  14.378  20,02% 
           
B10  F4  3  11.151  9.318  16,44% 
           
B11  F7  3  14.956  10.770  27,99% 
           
B12  F1  3  16.763  14.637  12,68% 
           
B13  F1  4  5.671  5.611  1,06% 
           
 
 
Die Anteile aussortierter Amplicon Reads bewegen sich mit ca. 1% - 50% in einem vertretba-
ren Rahmen. In der Studie, die die 454-pipeline beschreibt (Tedersoo et al. 2010), beträgt der 
Anteil der ausgesonderten Amplicon Reads beispielsweise 31% (19.760 von 61.717). 
Das Clustering mit einem Grenzwert von 97% ergab zwischen 7 und 160 OTUs (operational 
taxonomic units = Cluster und Einzelsequenzen) pro Biofilmprobe, wobei eine OTU nicht 
zwangsläufig einer Spezies entsprach. Einzelsequenzen wurden für die weitere Analyse nicht 
verwendet, da die Wahrscheinlichkeit groß ist, dass es sich dabei um PCR-Artefakte handelt 
(Amend et al. 2010). 
Die Speziesidentifizierung der zu den Amplicons korrespondierenden Pilze wurde in einem 
dreistufigen Verfahren durchgeführt. Der Algorithmus der 454-pipeline errechnete zunächst 
eine repräsentative Sequenz pro Cluster. Diese wurde dann mit der in die Arbeitsplattform 
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implementierte „unite“-Datenbank (Kõljalg et al. 2005; Abarenkov et al. 2010a) mit mehr als 
258.000 den Pilzen zugehörigen ribosomalen ITS-Sequenzen abgeglichen. 
Im Falle einer nicht eindeutigen Identifizierung (< 97% Übereinstimmung) wurden Sequenz-
abgleiche mittels des BLAST-Algorithmus in GenBank und in einer privat kuratierten Daten-
bank am CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, NL) durchgeführt. Die Be-
stimmung von der Gattung Ochroconis zugehörigen Sequenzen wurde von K. Samerpitak am 
CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, NL) bestätigt. 
Bei Sequenzen von Herpotrichiellaceae wurde zusätzlich eine Analyse der Domäne 2 der 
ribosomalen ITS2-Region mittels der beschriebenen Barcode-Identifiers durchgeführt 
(Heinrichs et al. 2012). Dieses Verfahren ergab 3 bis 13 Pilzspezies pro Biofilm, was 2,3 - 
26,7 OTUs (Cluster mit >3% Abweichung) pro gefundener Spezies entsprach. 
 
 
III.2.3 Testung des Adhäsionsvermögens von potentiell biofilmbildenden Pilzstämmen 
 
III.2.3.1 Stämme und Anzucht 
Um potentielle Biofilmbildner unter den schwarzen Hefen und anderen biofilmassoziierten 
Spezies auszumachen, wurden Versuche zu deren Adhäsionsvermögen an Glas durchgeführt. 
Dazu wurden zunächst 17 Spezies mit Vorkommen in den schwarzen Biofilmen, im Trink-
wasser oder in anderen Feuchtraumhabitaten ausgewählt. Pro Spezies wurden zwei Stämme 
eingesetzt, wobei jeweils ein Isolat aus einem schwarzen Biofilm bzw. aus einer analysierten 
Trinkwasserprobe stammte. Wenn möglich, wurde als zweiter Stamm der jeweilige Typus-
Stamm eingesetzt. Lag dieser nicht vor, wurde stattdessen ein Isolat aus der institutseigenen 
GHP-Stammsammlung (Sammlung Prof. Dr. Gerhard Haase) mit klinischen Isolaten verwen-
det. Bei Alternaria sp., Cladosporium halotolerans und Exophiala equina wurden je zwei 
Umweltisolate eingesetzt, bei Exophiala dermatitidis, der Typus-Stamm sowie ein Isolat aus 
einem Dampfbad (Tab.III-5).  
Die Stämme wurden zunächst für 14 Tage bei Raumtemperatur auf Sabouraud 2% Glukose-
Agar (Bio-Rad) angezogen. 
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Tabelle III-5: Liste der benutzten Stämme und deren Herkunft 
Spezies  Stamm Nummer  Herkunft 
Alternaria sp.  R237  Trinkwasser 
Alternaria sp.  R438  Trinkwasser 
C. halotolerans  R360  Biofilm 
C. halotolerans  R589  Trinkwasser 
E. oligosperma  CBS 725.88
T*
  Tumor, sphenoidale Höhle 
E. oligosperma  R221  Phosphatlösung 
E. castellanii  CBS 158.58
T
  Infektion, Fuß 
E. castellanii  R122  Biofilm 
E. dermatitidis  CBS 207.35
T
  Chromomykose, Gesicht 
E. dermatitidis  CBS 120435  Dampfbad 
E. equina  R035  Biofilm 
E. equina  R099  Trinkwasser 
E. lecanii-corni  CBS 123.33
T
  Lecanium corni 
E. lecanii-corni  GHP 3335  Biofilm 
E. mesophila  CBS 402.95
T
  Silikonfuge 
E. mesophila  R454  Trinkwasser 
E. phaeomuriformis 2  CBS 710.95  Endokarditis 
E. phaeomuriformis 2  R841  Biofilm 
E. xenobiotica  CBS 118157
T
  Ölschlamm 
E. xenobiotica  R008  Phosphatlösung 
F. oxysporum  GHP 3503  Infektion, Mensch 
F. oxysporum  R148  Biofilm 
F. solani  GHP 3794  Fuß, Wunde 
F. solani  R447  Biofilm 
O. constricta  CBS 100442  Biofilm 
O. constricta  R788  Biofilm 
O. mirabilis  CBS 124179  Biofilm, Dusche 
O. mirabilis  R100  Biofilm 
P. europaea  CBS 101466
T
  Fuß, Infektion 
P. europaea  R064  Silikonfuge 
P. herbarum  GHP 3774  Infektion, Mensch 
P. herbarum  R1060  Biofilm 
P. reptans  GHP 2413  Zehennagel, Diabetiker  
P. reptans  R061  Biofilm 
*Ein T bezeichnet jeweils den Typus-Stamm. 
 
 
 
III.2.3.2 Ansatz und Trockengewichtsbestimmung 
Pro Stamm wurde im Dreifachansatz eine Impföse mit Biomasse (etwa 0,2 g) in jeweils ein 
30 mL Kulturgefäß (Sarstedt, Nümbrecht, BRD) mit 10 mL Sabouraud 2% Glukose-Bouillon 
(BD Difco) überführt, in das zusätzlich ein steriles, gewogenes (BP221S, Sartorius, Göttin-
gen, BRD) Deckglas (18x18mm, Menzel, Braunschweig, BRD) gegeben wurde. 
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Die Kulturgefäße wurden liegend auf einem Taumel-Plattformschüttler (Polymax 2040, 
Heidolph, Schwabach, BRD) fixiert. Nach 14 Tagen Inkubation unter Schwenken (20 rpm) 
bei Raumtemperatur wurden die Deckgläser und die Kunststoffoberflächen (Polypropylen) 
der Kulturgefäße optisch auf anhaftende Biomasse hin untersucht. Weiterhin wurde die Bil-
dung von Aggregaten im Kulturmedium erfasst. 
Zur Bestimmung des Trockenmassezuwachses wurden die Deckgläser entnommen, mit destil-
liertem Wasser abgespült, bei 105°C über Nacht getrocknet (FED 400, Binder, Tuttlingen, 
BRD) und erneut gewogen. 
 
 
III.2.4 Erstellen der elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden direkt und ohne Fixierung im Niedrigva-
kuum mittels eines Environmental Scanning Electron Microscope XL 30 Field Emission Gun 
(Fei, Hillsboro, USA) mit Detektor GSE LF bei 10.000 kV und bei 0,8-0,9 Torr am Institut 
für Pathologie des Universitätsklinikums Aachen dankenswerterweise von Dipl.-Ing. Manfred 
Bovi angefertigt. 
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III.3 Ergebnisse 
 
III.3.1 Hauptverursacher der Biofilme - Exophiala lecanii-corni 
Exophiala lecanii-corni stellte sich, unabhängig von der Methode, als die häufigste Spezies in 
den untersuchten Biofilmen (TEFAP: 12 von 13, SGA: 11 von 13, ECA: 11 von 13 analysier-
ten Biofilmen) und meistens auch als dominante Spezies (TEFAP: 10 von 13, SGA: 10 von 
13, ECA: 7 von 13 analysierten Biofilmen) heraus (Tab.III-6). Exophiala lecanii-corni kann 
daher als Hauptkomponente der untersuchten Biofilme gelten und ist sehr wahrscheinlich 
auch die wichtigste für die Biofilmbildung verantwortliche Spezies. 
Alternaria sp., Ochroconis cf. constricta und Phoma herbarum stellten beim TEFAP je ein-
mal die häufigste Spezies, in Kultur auf SGA waren es je einmal Exophiala equina, Fusarium 
solani und Ochroconis mirabilis und auf ECA zweimal E. equina sowie je einmal O. con-
stricta und O. mirabilis, Cladosporium halotolerans und F. solani (Tab.III-6). 
 
Tabelle III-6: Vergleich der häufigste Pilzarten in den analysierten Biofilmen (n=13), TEFAP mit 
Kultivierungsansätzen auf SGA und ECA 
                   
  TEFAP    SGA    ECA   
            
Spezies* dominant  präsent  dominant  präsent  dominant  präsent 
             
Alternaria sp.  1  4  0  1  0  2 
            
Cladosporium halotolerans  0  4  0  2  1  1 
            
Exophiala equina 0  3  1  2  2  2 
            
Exophiala lecanii-corni 10  12  10  11  7  11 
            
Fusarium solani 0  3  1  1  1  1 
            
Ochroconis cf. constricta 1  1  0  0  0  1 
            
Ochroconis constricta 0  1  0  0  1  1 
            
Ochroconis mirabilis 0  4  1  1  1  1 
            
Phoma herbarum 1  5  0  3  0  2 
            
*Angegeben ist jeweils die Anzahl der Biofilme mit betreffender Spezies; Auswahl: Dominanz der Spezies bei 
mindestens einem Verfahren in mindestens einem Biofilm; fett: Daten E. lecanii-corni 
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Fusarium oxysporum war ebenfalls sehr verbreitet (6/13 TEFAP, 5/13 SGA, 4/13 ECA), al-
lerdings in keinem untersuchten Biofilm die dominante Spezies. Einen Überblick über die 
Ergebnisse vermittelt Tabelle III-7. 
 
 
III.3.2 Vergleich der beiden Analysemethoden: TEFAP – Selektiv-kulturelle Ansätze 
Die verschiedenen verwendeten Methoden, TEFAP und die beiden selektiv-kulturellen An-
sätze mit SGA und ECA, lieferten insgesamt betrachtet ähnliche Ergebnisse (Tab.III-7). Mit-
tels TEFAP konnten allerdings in allen Biofilmen mehr Spezies (3-13 Spezies) nachgewiesen 
werden als mit den beiden selektiv-kulturellen Ansätzen (SGA: 1-3 bzw. ECA: 1-4 Spezies). 
Candida albicans, eine sehr verbreitete opportunistische Spezies, wurde meistens mit sehr 
kleinem Anteil (0,02% - 18,9%) in 8 der 13 Biofilme ausschließlich mittels TEFAP gefunden. 
Pyrenochaeta unguis-hominis wurde mittels TEFAP in 3 von 13 Biofilmen gefunden (0,04% 
- 4,6%). Exophiala mesophila 1, E. mesophila 2 (Exophiala cf. mesophila), E. salmonis 1 und 
E. salmonis 2 (Exophiala cf. salmonis) wurden ebenfalls nur mittels TEFAP in jeweils einem 
Biofilm nachgewiesen. Die weltweit in Waschmaschinen vorkommende schwarze Hefe Exo-
phiala dermatitidis wurde in einem einzigen Biofilm mit einem Anteil von nur 0,06% nur 
mittels TEFAP nachgewiesen (Tab.III-7). 
Bisweilen finden sich in den kulturellen Ansätzen aber auch Spezies, die mit TEFAP nicht 
nachgewiesen werden konnten. Beispielhaft seien hier die verschiedenen Penicillium-Spezies 
in den Biofilmen 1-3 aufgeführt (Tab.III-7). Die Kultivierung auf SGA liefert im Vergleich 
mit dem TEFAP bezüglich der Qualität und auch der relativen Quantität, bis auf die bereits 
genannten Ausnahmen, sehr ähnliche Ergebnisse. Vor allem bei den im Rahmen dieser Unter-
suchung maßgeblichen, häufigen Arten, sind die Resultate vergleichbar. Die Ergebnisse des 
Kultivierungsansatzes auf ECA weichen sowohl in Qualität als auch in Quantität stärker vom 
TEFAP ab. In der Tendenz unterstützen sie jedoch eindeutig die Aussage, dass Exophiala 
lecanii-corni die dominante Spezies in den meisten der analysierten schwarzen Biofilme ist 
(Tab.III-7). 
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Tabelle III-7: Relative Speziesverteilung in den untersuchten Biofilmen (n=13) 
Basis: Amplicon Reads (TEFAP) und KBE bei Kultivierung auf SGA und ECA 
 
Spezies  TEFAP  SGA  ECA 
 
 
Anzahl 
Biofilme 
  
dominant 
  
Bereich 
min. 
[%]  
Bereich 
max. 
[%] 
 Anzahl 
Biofilme 
  
dominant 
  
Bereich 
min. 
[%]  
Bereich 
max. 
[%] 
 Anzahl 
Biofilme 
  
dominant 
  
Bereich 
min. 
[%]  
Bereich 
max. 
[%] 
                         
Acremonium murorum  1  0  11.78  11.78  0  0  -  -  1  0  3  3 
Acremonium sp.  1  0  7.39  7.39  0  0  -  -  0  0  -  - 
Alternaria sp.  4  1  0.01  72.99  1  0  33  33  2  0  1  24 
Beauveria felina  2  0  0.05  0.41  0  0  -  -  0  0  -  - 
Cadophora fastigiata  1  0  5.01  5.01  0  0  -  -  0  0  -  - 
Candida albicans  8  0  0.01  18.92  0  0  -  -  0  0  -  - 
Cladosporium halotolerans  4  0  0.02  6.45  2  0  < 1  < 1  1  1  89  89 
Cosmospora vilior  2  0  1.84  3.97  0  0  -  -  0  0  -  - 
Exophiala alcalophila  1  0  0.22  0.22  0  0  -  -  0  0  -  - 
Exophiala angulospora 2*  2  0  0.82  1.96  0  0  -  -  0  0  -  - 
Exophiala dermatitidis 1*  1  0  0.06  0.06  0  0  -  -  0  0  -  - 
Exophiala equina 1*  3  0  0.09  35.95  2  1  < 1  75  2  2  82  100 
Exophiala lecanii-corni  12  10  0.71  99.72  11  10  39  > 99  11  7  8  100 
Exophiala mesophila 1*  1  0  0.09  0.09  0  0  -  -  0  0  -  - 
Exophiala mesophila 2*  1  0  23.76  23.76  0  0  -  -  0  0  -  - 
Exophiala salmonis 1*  1  0  1.36  1.36  0  0  -  -  0  0  -  - 
Exophiala salmonis 2*  1  0  32.45  32.45  0  0  -  -  0  0  -  - 
Fusarium meresmoides  1  0  0.91  0.91  0  0  -  -  0  0  -  - 
Fusarium oxysporum  6  0  0.29  28.61  5  0  < 1  33  4  0  17  32 
Fusarium solani  3  0  0.08  39.94  1  1  61  61  1  1  53  53 
Gloeotinia temulenta  0  0  -  -  0  0  -  -  1  0  2  2 
Lecanicillium attenuatum  0  0  -  -  1  0  1  1  1  0  1  1 
Lecanicillium lecanii  1  0  4.13  4.13  1  0  < 1  < 1  0  0  -  - 
Ochroconis cf. constricta  4  1  0.03  80.95  0  0  -  -  1  0  3  3 
Ochroconis constricta  1  0  0.34  0.34  0  0  -  -  1  1  61  61 
Ochroconis mirabilis   4  0  0.05  18.82  1  1  98  98  1  1  95  95 
Ochroconis tshawytschae  1  0  0.13  0.13  0  0  -  -  0  0  -  - 
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Spezies  TEFAP  SGA  ECA 
 
 
Anzahl 
Biofilme 
  
dominant 
  
Bereich 
min. 
[%]  
Bereich 
max. 
[%] 
 Anzahl 
Biofilme 
  
dominant 
  
Bereich 
min. 
[%]  
Bereich 
max. 
[%] 
 Anzahl 
Biofilme 
  
dominant 
  
Bereich 
min. 
[%]  
Bereich 
max. 
[%] 
                         
Oidiodendron griseum  1  0  8.26  8.26  0  0  -  -  0  0  -  - 
Paecilomyces lilacinus  1  0  0.23  0.23  0  0  -  -  0  0  -  - 
Penicillium charlesii  0  0  -  -  0  0  -  -  1  0  1  1 
Penicillium chrysogenum  0  0  -  -  0  0  -  -  1  0  3  3 
Penicillium citreonigrum   1  0  0.63  0.63  1  0  < 1  < 1  1  0  3  3 
Penicillium fellutanum  0  0  -  -  1  0  < 1  < 1  1  0  < 1  < 1 
Penicillium steckii  0  0  -  -  1  0  < 1  < 1  0  0  -  - 
Phaeomoniella chlamy-
dospora  1  0  0.62  0.62 
 
0  0  -  - 
 
0  0  -  - 
Phialocephala dimorphos-
pora  1  0  0.04  0.04 
 
0  0  -  - 
 
0  0  -  - 
Phialophora europaea  2  0  0.21  0.29  0  0  -  -  0  0  -  - 
Phialophora reptans  0  0  -  -  0  0  -  -  1  0  10  10 
Phoma fimeti  1  0  3.20    0  0  -  -  0  0  -  - 
Phoma herbarum  5  1  0.01  88.83  3  0  < 1  2  2  0  < 1  4 
Pyrenochaeta unguis-
hominis  3  0  0.04  4.55 
 
0  0  -  - 
 
0  0  -  - 
Rhinocladiella similis 1*  1  0  1.77  1.77  0  0  -  -  0  0  -  - 
Tritirachium sp.  0  0  -  -  1  0  1  1  0  0  -  - 
Vemispora fusariana  2  0  0.19  0.56  0  0  -  -  0  0  -  - 
                         
* Indizes zeigen eine distinkte taxonomische Entität nach Heinrichs et al. 2012 an. Ex-Typus-Stamm-Sequenzen werden dabei mit 1 bezeichnet. Sequevare werden nach abneh-
mender Sequenzähnlichkeit mit ansteigenden Indizes gekennzeichnet (Heinrichs et al. 2012). 
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III.3.3 Testung des Adhäsionsvermögens von potentiell biofilmbildenden Pilzen 
Um unter den in den Biofilmen nachgewiesenen Arten diejenigen ausfindig zu machen, die 
potentiell die Fähigkeit zur Biofilmbildung besitzen, wurden neben der semi-quantitativen 
Analyse in vitro Versuche zur Adhäsionsfähigkeit an Glas- und Kunststoffoberflächen durch-
geführt. Tabelle III-8 fasst die Ergebnisse zusammen. 
 
Tabelle III-8: Biofilmbildung auf Glasflächen und an die Kunststoffgefäßwand in vitro* 
Spezies  Stamm   
Adhäsion 
Deckglas 
 
Adhäsion 
Kunststoffgefäß 
        
Alternaria sp.  R237   -  - 
  R438   -  - 
        
C. halotolerans  R360   -  - 
  R589   -  - 
        
E. castellanii  CBS 158.58
T
   -  + 
  R122   -  + 
        
E. dermatitidis  CBS 207.35
T 
  -  - 
  CBS 120435   -  - 
        
E. equina  R035   -  - 
  R099   -  - 
        
E. lecanii-corni  CBS 123.33
T 
  +  + 
  GHP 3335   +  + 
        
E. mesophila  CBS 402.95
T 
  -  + 
  R454   -  - 
        
E. oligosperma  CBS 725.88
T
   -  (+) 
  R221   -  (+) 
        
E. phaeomuriformis 2  CBS 710.95   -  (+) 
  R841   -  (+) 
        
E. xenobiotica  CBS 118157
T 
  -  - 
  R008   -  - 
        
F. oxysporum  GHP 3503   -  - 
  R148   -  - 
        
F. solani  GHP 3794   -  - 
  R447   -  - 
        
O. constricta  CBS 100442   -  - 
  R788   -  - 
        
O. mirabilis  CBS 124179   +  + 
  R100   +  + 
        
P. europaea  CBS 101466
T 
  -  - 
  R064   -  - 
        
P. reptans  GHP 3774   -  - 
  R1060   -  - 
        
P. herbarum  GHP 2413   -  (+) 
  R061   -  - 
        
* - = keine Biofilmbildung; + = Biofilmbildung in allen Parallelan-
sätzen; (+) = Biofilmbildung nicht in allen drei Parallelansätzen 
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Die Bestimmung des Zuwachses der fest an die Deckgläser haftenden Biotrockenmasse liefer-
te ein noch klareres Bild (Abb.III-9). 
 
 
Abbildung III-9: Adhäsionsfähigkeit verschiedener Pilzarten an Deckgläser 
Trockengewicht der an die jeweiligen Deckgläser anhaftende Biomasse bei ausgewählten Trinkwasser-
Pilzspezies, 14 Tage, RT, geschwenkt, Dreifachbestimmung; Die einzelnen Messpunkte sind angegeben. 
 
Nur bei zwei der 17 getesteten Arten (n=34 Stämme) konnte unter den gegebenen Testbedin-
gungen Adhäsion, sowohl an die Deckgläser, als auch an die Polypropylen-Oberflächen der 
Kulturgefäße gezeigt werden. Dieses Ergebnis wurde als starkes Indiz für ihre Fähigkeit, Bio-
filme zu bilden, betrachtet. Jeweils beide Stämme von Exophiala lecanii-corni (CBS 123.33, 
GHP 3335) und Ochroconis mirabilis (CBS 124179, R100) zeigten Biofilmbildung und starke 
Adhäsion an die Glas- und Kunststoffoberflächen (Tab.III-8, Abb.III-10) und bildeten im 
Testmedium schwimmende Aggregate. Acht Stämme, die fünf Spezies zugeordnet werden 
konnten, genauer, jeweils zwei Stämme von E. castellanii (CBS 158.58, R122), E. oligosper-
ma (CBS 725.88, R221) und E. phaeomuriformis (CBS 710.95, R841) sowie jeweils einer 
von E. mesophila (CBS 402.95) und P. herbarum (GHP 2413) zeigten Adhäsion an die Plas-
tikoberflächen der Kulturgefäße (Tab.III-8) und bildeten schwimmende Aggregate im Test-
medium, was als geringe Fähigkeit zur Biofilmbildung bewertet wurde. Sechszehn Stämme  
bildeten Aggregate im Testmedium, zeigten aber keine Tendenz zur Bildung von Biofilmen 
Stämme 
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(Tab.III-8). Sechs Stämme zeigten ausschließlich planktonisches Wachstum. Bemerkenswert 
ist, dass die Fusarium-Spezies, die in den analysierten Biofilmen in größeren Mengen nach-
gewiesen wurden, unter den gegebenen Bedingungen keine Tendenz zur Bildung von Biofil-
men zeigten (Tab.III-8). 
 
 
Abbildung III-10: Künstlicher Biofilm auf Deckglas 
(A) E. lecanii-corni, Stamm GHP 3335 auf Deckglas; (B-D) elektronenmikroskopische Aufnahmen im 
Niedrigvakuum, Environmental Scanning Electron Microscope XL 30 Field Emission Gun, (Fei, Hills-
boro, USA), direkte Mikroskopie, Detektor GSE LF, 10.000 kV, 0,8-0,9 Torr (B) Übersicht 350x (C) 
Myzel 1.000x, (D) zum Vergleich: in vivo Biofilm auf Strahlregler 350x 
 
  
 
C D 
B A 
1 cm 50 µm 
20 µm 50 µm 
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III.4 Diskussion 
 
III.4.1 Biofilmbildung 
 
III.4.1.1 Bekannte Biofilmbildner im Pilzreich 
Die Fähigkeit, Biofilme zu bilden, ist bei einigen klinisch relevanten Pilzspezies, wie zum 
Beispiel Aspergillus fumigatus und Candida albicans, bekannt (de Hoog et al. 2000b; Doug-
las 2003; Ramage et al. 2008; Harding et al. 2009; Ramage et al. 2009; Chandra et al. 2010; 
Fanning, Mitchell 2012). Für Fusarium spp. wurde die Bildung von Biofilmen auf Kontakt-
linsen beschrieben (Imamura et al. 2008). Auch in der Gruppe der Mucorales konnte die Bil-
dung von Biofilmen gezeigt werden (Singh et al. 2011). In den beobachteten schwarzen Bio-
filmen der Auslaufarmaturen spielten diese Spezies aber keine, oder nur eine untergeordnete 
Rolle (Heinrichs et al. 2013a). Über die Fähigkeit der den Herpotrichiellaceae zugeordneten 
schwarzen Hefen Biofilme zu bilden, ist bisher wenig bekannt. 
 
 
IV.4.1.2 Wachstumsbedingungen an Auslaufarmaturen 
Nicht alle Spezies, die an Auslaufarmaturen gelangen, sind auch in der Lage unter den dort 
vorherrschenden, sehr speziellen und in Hinsicht auf Temperatur, Feuchtigkeit, pH und Ver-
fügbarkeit von Nährstoffen extremen Bedingungen, Biofilme zu bilden. Meistens herrschen 
Phasen mit Raumtemperatur vor, die aber unregelmäßig von Phasen mit niedrigeren oder ho-
hen Temperaturen unterbrochen werden. Die biofilmbildenden Organismen müssen mit Tem-
peraturschwankungen ebenso fertig werden, wie mit extrem feuchten oder trockenen Perio-
den, abhängig davon, wie oft betroffenen Wasserhähne benutzt werden. Zusätzlich müssen sie 
mit der Nährstoffknappheit des oligotrophen Trinkwassers zurechtkommen, das in der Regel 
weder Kohlenstoff- noch Energiequellen enthält. Die Fähigkeit Auslaufarmaturen zu besie-
deln und dort stabile Biofilme auszubilden ist auch insofern bemerkenswert, als dass dabei 
durch das ablaufende Wasser verursachte Scherkräfte überwunden werden müssen. Kontami-
nation und Biofilmbildung findet dabei allerdings vermutlich in längerer Phasen der Stagnati-
on des Wasserflusses statt, während derer sich die Pilze an die Oberfläche des Substrates an-
lagern können. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Fähigkeit von E. lecanii-corni und O. 
mirabilis, fest an glatten Oberflächen zu haften, durch in vitro Experimente gezeigt werden, 
wobei der Wasserstrom durch konstantes Schwenken simuliert wurde. 
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III.4.1.3 Potentielle Biofilmbildner – Adhäsionsversuche 
Exophiala lecanii-corni ist unter den gegebenen Versuchsbedingungen offenbar ein sehr guter 
Biofilmbildner, während andere Spezies der Gattung diese Fähigkeit weniger ausgeprägt (z. 
B. E. mesophila) oder gar nicht (z. B. E. xenobiotica) aufweisen und vermutlich deshalb nicht 
oder nur in sehr geringem Maße in den schwarzen Biofilmen vorkommen. Inwieweit sich in 
Bezug auf Nährstofflage, Temperatur, pH oder Scherkräfte variierte Wachstumsbedingungen 
auf die Fähigkeit zur Biofilmbildung auswirken, bleibt dabei Gegenstand zukünftiger Unter-
suchungen. 
Dieses Ergebnis stützt die Erkenntnisse aus der semi-quantitativen Biofilmanalyse (Kapitel 
III) mit E. lecanii-corni als Hauptverursacher der dunkel pigmentierten Biofilme. Neben E. 
lecanii-corni erwies sich Ochroconis mirabilis als ausgezeichneter Biofilmbildner, scheint 
aber im Habitat „Auslaufarmatur“ E. lecanii-corni unterlegen zu sein. 
Andere nicht dunkel pigmentierte Spezies, wie Fusarium oxysporum und F. solani, die in 
nicht unerheblichem Maße in den analysierten Biofilmen der Auslaufarmaturen vorkommen, 
waren unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht in der Lage Biofilme auszubilden. 
Die nachfolgenden Untersuchungen zu Herkunft und Eintragspfad der Biofilmbildner wurden 
aufgrund der dominierenden Stellung einiger weniger schwarzen Hefen und verwandter Spe-
zies in den Biofilmen, aber auch wegen der Fähigkeit von E. lecanii-corni massiv Biofilme zu 
bilden, auf dunkel pigmentierte Spezies beschränkt. 
 
 
IV.4.1.4 Exophiala lecanii-corni als Biofilmbildner 
Die semi-quantitative Analyse der dunkel pigmentierten Biofilme von Auslaufarmaturen 
ergab eindeutig Exophiala lecanii-corni als dominierende Spezies in Bezug auf Verbreitung 
und relativen Anteil in den Biofilmen. Exophiala equina 1 konnte, genau wie eine bisher nicht 
beschriebene Alternaria sp., Phoma herbarum sowie einige Ochroconis- und Fusarium-
Spezies ebenfalls in bedeutenden Anteilen nachgewiesen werden (Heinrichs et al. 2013a) 
(Tab.III-7).  
Während E. lecanii-corni, aus der Verwandtschaft des E. jeanselmei-Clades (Haase et al. 
1999), in vitro wie in vivo stark ausgeprägte Biofilme an der Wasser- / Luft-Grenzfläche bil-
den kann, zeigen andere Spezies aus dem gleichen phylogenetischen Clade, wie E. xenobioti-
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ca und E. oligosperma in vitro ausschließlich planktonisches Wachstum und konnten in rea-
len Biofilmen nicht nachgewiesen werden. 
Neben der Fähigkeit zur Biofilmbildung wurde die außergewöhnliche Fähigkeit von E. le-
canii-corni, flüchtige organische Verbindungen (VOC) aus der Luft als einzige Kohlenstoff- 
und Energiequelle zu nutzen, beschrieben (Woertz et al. 2001). Im konkreten Fall der schwar-
zen Biofilme an Auslaufarmaturen werden dabei vermutlich flüchtige organische Stoffe, wie 
sie in Badezimmern häufig als Komponenten von Raumduftsprays, Reinigungsmitteln oder 
Kosmetika Anwendung finden, von den biofilmbildenden Pilzen genutzt (Hamada, Nakamura 
2005; Pirnie-Fisker, Woertz 2006; Hamada, Abe 2009). In einer weiteren Studie, die sich mit 
dem Abbau von Abfallprodukten der Ethanol-Industrie beschäftigte, konnte gezeigt werden, 
dass E. lecanii-corni etwa doppelt so schnell mit Essigsäure wächst, wie Saccharomyces ce-
revisiae (Pirnie-Fisker, Woertz 2006). Besonders Essigsäure wird in sanitären Einrichtungen 
häufig benutzt, um Kalkablagerungen an Armaturen, Kacheln oder Geräten in Feuchträumen 
zu entfernen, wie sie von sehr hartem, kalkhaltigem Wasser verursacht werden. Die schwarze 
Hefe Exophiala lecanii-corni scheint in solchen Umgebungen von ihrer Fähigkeit zu profitie-
ren, relativ schnell robuste Biofilme auszubilden, die es ihr ermöglichen den Standort Aus-
laufarmatur, trotz der auftretenden Scherkräfte zu besiedeln. Gleichzeitig ermöglicht ihr 
hocheffizienter Stoffwechsel, die schnelle Nutzung von Kohlenstoffquellen, die anderen Ar-
ten dann nicht mehr zur Verfügung stehen. Wasserverbreitete Exophiala-Spezies aus dem E. 
salmonis-Clade, wie E. cancerae, E. opportunistica, E. psychrophila und E. salmonis, sind an 
oligotrophe Bedingungen angepasst, teilen aber geringere maximale Wachstumstemperaturen 
(de Hoog et al. 2011b), wie auch E. castellanii und E. mesophila, die ebenfalls beide im 
Trinkwasserversorgungssystem regelmäßig vorkommen. Daher wurden diese Spezies vermut-
lich entweder nicht oder nur in sehr geringen Mengen in den untersuchten Biofilmen der Aus-
laufarmaturen nachgewiesen, wo periodisch sehr hohe Temperaturen vorherrschen können. 
Wahrscheinlich werden sie an diesen Standorten von Spezies wie E. lecanii-corni und 
Ochroconis mirabilis auskonkurriert, die scheinbar ähnliche Anpassungen im Hinblick auf 
Kohlenstoffverwertung und Temperaturtoleranz teilen. 
In nennenswerten Anteilen (5-40%) aber nicht dominant konnte Fusarium oxysporum in 5 
Biofilmen nachgewiesen werden und zeigte im Rahmen dieser Untersuchung, wie auch F. 
solani, in vitro aber keine Tendenz zur Biofilmbildung. Beide Fusarium-Spezies sind aber 
grundsätzlich zur Biofilmbildung befähigt (Elvers et al. 2001, Imamura et al. 2008, Short et 
al. 2011) und dazu in der Lage, in Biofiltern flüchtige organische Stoffe abzubauen (Moe, Qi 
2004; Accettola et al. 2008), was ihre Anwesenheit in den analysierten Biofilmen erklären 
 III BIOFILM-ANALYSE 
 
60 
könnte. Möglicherweise können sie sich aufgrund ihrer im Vergleich zu E. lecanii-corni ge-
ringer ausgeprägten Adhäsionsfähigkeit nicht in den schwarzen Biofilmen behaupten. 
 
 
III.4.2 Medizinische Risikoabschätzung der gefundenen Pilzarten 
Die Mehrzahl der von Exophiala lecanii-corni verursachten Infektionen sind oberflächliche 
Mykosen der Haut und der Nägel, obwohl es auch einige seltene Berichte von tiefer lokali-
sierten Mykosen des menschlichen Respirations- und Intestinaltraktes gibt (Zeng et al. 2007). 
Die erst kürzlich beschriebene Spezies Exophiala equina (de Hoog et al. 2011b) verursacht 
hauptsächlich Infektionen bei kaltblütigen Tieren aber auch, ebenfalls selten, oberflächliche 
(de Hoog et al. 2011b) und subkutane (Najafzadeh et al. 2013) Infektionen beim Menschen. 
Exophiala alcalophila wurde bisher aus alkalischen Umgebungen isoliert und hat ein eher 
geringes pathogenes Potential (Nishimura et al. 1987; de Hoog et al. 2011b). Exophiala angu-
lospora verursacht Infektionen in kaltblütigen Tieren (Nyaoke et al. 2009), was auch für Exo-
phiala salmonis gilt, die mit Infektionen von Seefisch assoziiert ist (Richards et al. 1978; Bla-
zer, Wolke 1970; Otis et al. 1985). Exophiala mesophila wurde in Leitungen von Zahn-
arztstühlen nachgewiesen (Porteous et al. 2003a; Porteous et al. 2003b). Mykosen unter Be-
teiligung von E. mesophila beim Menschen sind in der Regel oberflächlich (de Hoog et al. 
2011b). Exophiala dermatitidis ist ein neurotroper Biosafety-Level 2 Organismus mit einer 
gelegentlich hohen Todesfallrate (de Hoog 2011a). Diese schwarze Hefe wird regelmäßig in 
Dampfbädern (Matos et al. 2002) und weltweit in Spülmaschinen (Zalar et al. 2011; Döğen et 
al. 2012a) sowie auf tropischen Früchten in Thailand (Sudhadham et al. 2008) und auf Bahn-
gleisen in der subtropischen Türkei (Döğen et al. 2012b) nachgewiesen, was auf ihre 
Adaption an höhere Temperaturen zurückzuführen ist. E. dermatitidis wurde mit sehr 
geringem Anteil nur in einem der dreizehn untersuchten Biofilme nachgewiesen. 
Fusarium oxysporum und F. solani, die zum Teil relativ große Anteile an den Biofilmen aus-
machen, sind verbreitete Pflanzenpathogene (de Hoog et al. 2011a). Sie sind aber auch als 
opportunistische Krankheitserreger bekannt, die eine Reihe von Infektionen auslösen können, 
die von milden Hautinfektionen, bis hin zu disseminierten Infektionen in immunsupprimierten 
Patienten reichen. Die häufigste durch sie verursachte Mykose bei immunkompetenten Pati-
enten ist allerdings eine Keratitis (de Hoog et al. 2011a; Imamura et al. 2008). Zudem sind 
Fusarium spp. bekannte Bildner von Mykotoxinen (Bennet, Klich 2003), überwiegend auf zu 
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feucht gelagertem Getreide (Placinta et al. 1999). Aufgrund der standortbedingten, starken 
Verdünnung durch das Trinkwasser dürften diese aber hier keine Rolle spielen.  
Candida albicans besiedelt üblicherweise den Verdauungstrakt und ist ein sehr bekannter 
Opportunist, der Kandidose, eine der wichtigsten Mykosen des Menschen (de Hoog et al. 
2011a) hervorrufen kann. Die Präsenz in den Biofilmen kann am besten durch eine retrograde 
Kontamination der Armaturen über Aerosole mit Pilzelementen erklärt werden, wie sie bei-
spielsweise beim Händewaschen entstehen können. 
Ochroconis spp. konnten regelmäßig in Badezimmern nachgewiesen werden (Lian, de Hoog 
2010; Hamada, Abe 2009, Hamada 2010) und können Infektionen bei Fischen auslösen (de 
Hoog et al. 2011a). Eine Ausnahme bildet die Art O. gallopava, die Gehirninfektionen bei 
Vögeln verursacht. Letztere wurde nicht in den Biofilmen nachgewiesen. Für O. 
tschawytschae ist ein einziger Fall einer subkutanen Infektion eines immunsupprimierten 
Menschen beschrieben worden (Ge et al. 2012). Diese Spezies wurde nur in sehr geringer 
Menge in den Biofilmen nachgewiesen. 
Pyrenochaeta unguis-hominis wurde bereits in Nasszellen nachgewiesen (Lian, de Hoog 
2010), war bis dahin aber nur von Haut- und Nagelinfektionen beim Menschen bekannt 
(Saunte et al. 2011). Phoma herbarum ist ein verbreitetes Pflanzenpathogen, wird aber auch 
mit Infektionen von Fischen in Verbindung gebracht (Faisal et al. 2007). Die luftgetragenen 
Sporen sind bekannte Allergene (Hunter et al. 1988; Beguin, Nolard 1996; Taskinen et al. 
1997). Phialophora europaea und Rhinocladiella similis wurden bisher sowohl in Nasszellen 
(Lian, de Hoog 2010) als auch von klinischen Proben isoliert (de Hoog et al. 2000a; de Hoog 
et al. 2011a). Paecilomyces lilacinus ist eine opportunistische Spezies und ein häufiger Aus-
löser von Sinusitis (de Hoog et al. 2011a). 
Die an hypersaline Umgebungen angepasste Spezies Cladosporium halotolerans (Zalar et al. 
2007) ist die vorherrschende dunkel pigmentierte Spezies in den Nasszellen von Sanitärberei-
chen (Lian, de Hoog 2010), hat keinerlei klinische Relevanz (de Hoog et al. 2011a) und 
kommt in den analysierten Biofilmen nur in geringen Anteilen vor. Andere Cladosporium-
Spezies sind ubiquitär vorkommende Schimmelpilze, deren luftgetragene Sporen bekannte 
Allergene sind (Shelton et al. 2002; Fischer, Dott 2003; Horner et al. 2004). 
Die rDNA Sequenzen (ITS1-5.8S-ITS2) der hier als Alternaria sp. bezeichneten Isolate (Hin-
terlegt sind die Sequenzen der Stämme R768: JX949176 und R792: JX949175.) wiesen 99% 
Ähnlichkeit mit der Sequenz der erst kürzlich beschriebenen Alternaria-Spezies HF-05 
(JN253544) auf, die von Orchideenwurzeln isoliert wurde und in einer phylogenetischen Ana-
lyse als Schwestertaxon von Leptosphaeria sp. clustert (Tan et al. 2012). Da unsere Isolate 
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kein Wachstum bei 30°C zeigten, kann davon ausgegangen werden, dass sie nicht humanpa-
thogen sind. Andere Alternaria-Spezies (z. B. A. alternata, A. infectoria) können bei Haut-
temperatur wachsen und deshalb (sub)kutane Phaeohyphomykosen und Onychomykosen aus-
lösen (de Hoog et al. 2011a). 
Zusammenfassend ist das von den Biofilmen ausgehende Infektionsrisiko als eher gering ein-
zuschätzen, so dass in der Regel weniger von einem hygienisch-infektiologischen als viel-
mehr von einem ästhetischen Problem auszugehen ist. Schwere Infektionen, die von den 
Hauptkomponenten der Biofilme ausgelöst werden können, sind selten. Eine Ausnahme hier-
von bilden Fusarium oxysporum und F. solani, wobei Infektionen, die durch beide Spezies 
ausgelöst werden, nahezu ausschließlich stark immunsupprimierte Patienten betreffen. Trotz 
der eher geringen Gesundheitsrisiken, die von den nachgewiesenen Pilzspezies ausgehen, 
sollte berücksichtigt werden, dass das Auftreten der schwarzen Biofilme in hygienisch sensib-
len Bereichen, wie Zahnarztpraxen oder anderen Arztpraxen, angesichts einer steigenden Zahl 
von immunsupprimierten Personen, zumindest theoretisch ein Risiko darstellt. 
 
 
III.4.3 TEFAP – ein geeignetes Verfahren zur semiquantitativen Analyse von Biofilmen 
In den letzten Jahren wurden bereits einige Metagenomanalysen von Pilzlebensgemeinschaf-
ten mittels 454-Amplicon-Pyrosequencing in verschiedensten Habitaten, wie der Phyllosphäre 
(Jumpponen, Jones 2009), Waldboden mit Mykorrhiza (Buée et al. 2009; Öpik et al. 2009; 
Lumini et al. 2010; Tedersoo et al. 2010; Wallander et al. 2010), Prärieboden (Jumpponen et 
al. 2010), anderen Erdböden (Rousk et al. 2010), Hausstaub (Amend et al. 2010) und der 
menschlichen Mundhöhle (Ghannoum et al. 2010) durchgeführt. In diesen Studien wurde 
zum Teil auch die Eignung der Methode zum Generieren quantitativer Daten diskutiert. Dabei 
wurden einige mögliche Fehlerquellen ausgemacht. Hauptkritikpunkt ist die unterschiedliche 
Kopienzahl der ribosomalen Genabschnitte, die zwischen Pilzspezies, abhängig vom Ver-
wandtschaftsgrad, stark schwanken kann (Rooney, Ward 2005). Als weitere Fehlerquelle 
wurde die DNA-Extraktion genannt (Desantis et al. 2005; Feinstein et al. 2009), die je nach 
Methode und Spezies (verschieden ausgeprägte Zellwände, Melanin-Einlagerung) unter-
schiedlich gut gelingt. Zu weiteren Verzerrungen kann die Wahl der Primer und generell die 
der PCR-Bedingungen führen (Polz, Cavanaugh 1998; Jumpponen 2007; Engelbrektson et al. 
2010). Weiterhin kann das komplexe Pyrosequencing-Protokoll zu einer künstlichen Anrei-
cherung von Artefakten, wie z. B. chimären Sequenzen, führen (Kangawa 2003; Jumpponen 
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2007; Kunin et al. 2010), was vor allem bei seltenen Spezies ins Gewicht fällt. Ebenso kön-
nen die Anteile seltener Spezies durch die PCR reduziert werden (Gonzalez et al. 2012). Im 
Fall der aktuellen Fragestellung, bei der die häufigsten Arten ausgemacht werden sollten, fällt 
dieser Punkt weniger ins Gewicht. Insgesamt wird das 454-Amplicon-Pyrosequencing bei 
sorgfältig eingestellten Bedingungen aber als semi-quantitativ betrachtet (Amend et al. 2010). 
Dem Problem der unvollständigen DNA-Extraktion wurde in der vorliegenden Untersuchung 
begegnet, indem ein Extraktions-Kit zur Gewinnung von DNA aus Biofilmen mit Exopoly-
sacchariden, also einer sehr schwierigen Matrix, kombiniert mit einem massiven mechani-
schen Aufschluss verwendet wurde. Dieses Verfahren zeigte auch bei schwierigen, melani-
sierten Spezies gute Erfolge und sollte eine möglichst effiziente DNA-Extraktion gewährleis-
ten. Die geringe Anzahl von Durchläufen in der initialen PCR und der Einsatz großer Mengen 
von Template DNA diente der Vermeidung von PCR-Artefakten (Polz, Cavanaugh 1998). 
Einzelne Sequenzen (Singletons) wurden bei der späteren Datenanalyse nicht berücksichtigt, 
da hier die Wahrscheinlichkeit von PCR-Artefakten besonders hoch ist (Tedersoo et al. 2010). 
Bei der Ermittlung der Hauptkomponenten der Biofilme spielen diese Singletons ohnehin 
keine Rolle. 
Der Vergleich des TEFAP mit den selektiv-kulturellen Methoden ergab bei den meisten ana-
lysierten Biofilmen nur kleinere Abweichungen in der Zusammensetzung. Dies gilt insbeson-
dere für den verwendeten SGA, wohingegen beim ECA größere Diskrepanzen zum TEFAP 
auftraten. Dieser Befund entspricht den Erwartungen, da ECA als Selektivmedium das 
Wachstum unterschiedlicher Spezies verschieden stark beeinflusst bzw. unterbindet. Das gilt 
zwar grundsätzlich für ein Vollmedium auch, dennoch sollte hier die größere Diversität abge-
bildet werden. Insgesamt konnte im Vergleich zu den kulturellen Verfahren mittels TEFAP 
eine größere Spezies-Diversität abgebildet werden. 
Zusammenfassend erweist sich das TEFAP der ITS2-Region als vielversprechende Methode 
zur semi-quantitativen Analyse von Pilzen in Biofilmen. 
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IV UNTERSUCHUNGEN ZUM EINTRAGSPFAD DER 
PILZARTEN IN DEN BIOFILMEN
3
 
 
IV.1 Einleitung 
Das Auftreten schwarzer Biofilme an Trinkwasserauslaufarmaturen in Privathaushalten sorgt 
immer wieder für Verunsicherungen bezüglich der Qualität des angelieferten Trinkwassers 
und der resultierenden gesundheitlichen Risiken. Betroffene Wassernutzer suchen dabei die 
Ursachen in der Regel beim Wasserversorger. Mit der Analyse der schwarzen Biofilme (Kapi-
tel III, Biofilmanalyse) konnte bereits gezeigt werden, dass besonders die opportunistische 
schwarze Hefe Exophiala lecanii-corni in Bezug auf Verbreitung und relative Biomasseantei-
le, eine bedeutende Rolle in den schwarzen Biofilmen spielt. Das pathogene Potential der Bio-
filme wurde dabei insgesamt als gering eingeschätzt (Heinrichs et al. 2013a). 
 
 
 
Abbildung IV-1: Mögliche Kontaminationspfade von Auslaufarmaturen 
 
Eine weitere wichtige Frage aus Sicht der Wasserversorgungsunternehmen ist die nach der 
Herkunft der an der Bildung der schwarz pigmentierten Biofilme beteiligten Pilzspezies (vor 
                                                 
3
 Das Kapitel entspricht in wesentlichen Teilen dem publizierten Artikel: Heinrichs, G, I Hübner, CK Schmidt, 
GS de Hoog, G Haase. 2013. Analysis of black fungal biofilms occurring at domestic water taps (II) - potential 
routes of entry. Mycopathologia. doi: 10.1007/s11046-013-9619-2. 
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allem E. lecanii-corni). Würden diese nämlich aus kontaminierten Betriebsmitteln (z. B. 
Phosphate) oder Betriebsanlagen stammen, bestünde gegebenenfalls die Möglichkeit einer 
technischen Lösung zur Eliminierung der Biofilme. 
Ein anterograder Eintrag der biofilmbildenden Pilze an die Auslaufarmaturen durch das ange-
lieferte Trinkwasser kommt auch deshalb grundsätzlich in Frage, weil schwarze Hefen regel-
mäßig in Wasserproben aus dem Versorgungssystem nachgewiesen werden konnten (Kinsey 
et al. 1999; Göttlich et al. 2002). Die Alternative besteht in der retrograden Kontamination 
der Auslaufarmaturen z. B. aus Siphons, wie sie für das Bakterium Pseudomonas aeruginosa 
bekannt ist (van der Mee-Marquet et al. 2005; Trautmann et al. 2005). Beide Möglichkeiten 
erscheinen plausibel (Abb.IV-1). 
 
 
IV.1.1 Retrograde Kontamination der Auslaufarmaturen 
Die an der Entwicklung der Biofilme beteiligten Schwärzepilze, wie deren Hauptkomponente 
Exophiala lecanii-corni (Präsens in 12 von 13 Biofilmen, Anteil von bis zu >99%; siehe Ka-
pitel III, Biofilmanalyse) aber auch Exophiala equina, Phialophora europaea oder Ochroco-
nis spp. sind Teil der normalen Mikroorganismenpopulation feuchter Standorte in Innenräu-
men. Sie konnten in Nasszellen von Badezimmern auch von optisch sauberen Stellen weltweit 
isoliert werden (Hamada, Abe 2009; Lian, de Hoog 2010). Ebenso wurden in Abflüssen und 
in Badewasser, unter anderem, Exophiala alcalophila, E. dermatitidis und E. jeanselmei 
nachgewiesen (Nishimura et al. 1987). Ihr langsames Wachstum und ihre fakultativ oligotro-
phe Lebensweise ermöglichen dabei ein Überleben, auch unter nährstofflimitierten Bedingun-
gen (de Hoog et al. 2011b). Einige dieser Spezies können als harmlose Kontaminanten gelten, 
während andere potentiell superfizielle Infektionen beim Menschen auszulösen können (Lian, 
de Hoog 2010; Hamada, Abe 2009, Hamada 2008). 
Die schleimigen, hydrophilen Sprosszellen (Satow et al. 2008) junger, hefeartiger Kolonien 
könnten über Wasserspritzer z. B. aus dem Siphon oder feuchte Putzutensilien verbreitet wer-
den (Lian, de Hoog 2010). Hydrophobe Mitosporen älterer Kolonien können an der menschli-
chen Haut haften (Göttlich et al. 1995) und dispergieren in Aerosolen (z. B. beim Händewa-
schen), was ebenfalls zu einer retrograden Kontamination der Auslaufarmaturen führen kann. 
Einzelne Spezies können dabei sowohl hydrophile, als auch hydrophobe Sprosszellen hervor-
bringen (de Hoog et al. 1995). Die retrograde Kontamination der betroffenen Armaturen ist 
demnach nicht unwahrscheinlich.  
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IV.1.2 Trinkwasser als Quelle für biofilmbildende Pilzspezies 
Nur in wenigen der bisher zur Verbreitung von Schimmelpilzen in Trinkwasserversorgungs-
systemen durchgeführten Studien (Hinzelin, Block 1985; West 1986; Omeroed 1987; Lahti 
1993; Franková, Horecká 1995; Kinsey et al. 1999; Göttlich et al. 2002; Hageskal et al. 2006, 
Paterson et al. 2006; Gonçalves et al. 2006; Hageskal et al. 2007; Kanzler et al. 2008; Ha-
geskal et al. 2009) konnte das Vorkommen schwarzer Hefen gezeigt werden. Keine der Stu-
dien beschäftigte sich explizit mit dieser Gruppe von Pilzen. 
Die Pilzgattungen, deren Vorkommen im Trinkwasser am häufigsten dokumentiert wurde, 
sind Penicillium, Cladosporium und Aspergillus gefolgt von Phialophora, heute: Cadophora 
(Sonigo et al. 2011). Exophiala-Spezies wurden, vermutlich auch aufgrund ihres langsamen 
Wachstums, seltener erwähnt und in geringeren Konzentrationen gefunden. Dennoch ist die 
Präsenz dunkel pigmentierter Pilze im Trinkwasserversorgungssystem gut dokumentiert. So 
beschreiben etwa Göttlich et al. Phialophora - heute Cadophora - und Exophiala-Spezies als 
relativ häufig in Trinkwasser, das aus Grundwasser gewonnen wurde, und gehen dabei von 
einer permanenten Besiedlung des Trinkwasserversorgungssystems durch diese Arten aus 
(Göttlich et al. 2002). Das Vorkommen der schwarzen Hefe Exophiala lecanii-corni, welche 
die Hauptkomponente der untersuchten Biofilme ausmachte, im Trinkwasserversorgungssys-
tem wurde bisher nicht beschrieben. Dennoch könnte sie neben anderen in den analysierten 
schwarzen Biofilmen nachgewiesenen Arten (Kapitel III) grundsätzlich mit dem Trinkwasser 
verbreitet werden. 
 
 
IV.1.3 Ziel der Untersuchung 
Ziel dieses Teils der Untersuchung war die Aufklärung der Verbreitung biofilmbildender 
Pilzarten im Trinkwasserversorgungsnetz, um daraus deren potentiellen Eintrag in die Haus-
installation ableiten zu können. Dazu wurden von verschiedenen Stellen des Wasseraufberei-
tungs- und Verteilungssystems, beginnend bei den Brunnen, über verschiedene Teile der Auf-
bereitung (z. B. Entsäuerung und Phosphat-Dosiereinheiten), Trinkwasserbehälter (Abläufe, 
Wände, Luftfilter) und Wasserübergabestellen (Wasseruhren) bis hin zur privaten Hausinstal-
lation Wasserproben und Abstriche analysiert. Zusätzlich wurden Abstriche aus Abflüssen 
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analysiert, um abzuklären, ob diese Bereiche als potentielle Quellen für eine retrograde Be-
siedlung der Auslaufarmaturen in Frage kommen. 
Die vorangehende Analyse der schwarzen Biofilme zeigte, dass die den Herpotrichiellaceae 
zugehörige schwarze Hefe Exophiala lecanii-corni deren Hauptkomponente darstellt. Obwohl 
zusätzlich zu den schwarzen Hefen in geringeren Anteilen hyaline Schimmelpilze, wie Fusa-
rium oxysporum und F. solani in den Biofilmen gefunden wurden, lag der Fokus der Untersu-
chungen auf den schwarzen Hefen, da nur diese in vorangegangenen Experimenten in vitro 
die Tendenz zur Biofilmbildung zeigten (Siehe Kapitel III, Biofilmanalyse). 
Da sich unter den in den Biofilmen nachgewiesenen Arten schwarzer Hefen einige mit klini-
scher Relevanz (de Hoog et al. 2011a) befanden, konzentrierte sich die Studie auf den Nach-
weis dieser klinisch, relevanten dunkel pigmentierten Pilze im Trinkwasser und wurde daher 
unter Verwendung der aus der medizinischen Mikrobiologie stammenden Nährböden 
Sabouraud Glukose Agar mit Chloramphenicol (SGA) (Bio-Rad) und Erythritol-
Chloramphenicol Agar (ECA) durchgeführt. Letzterer wurde ursprünglich zur selektiven Iso-
lation von Exophiala dermatitidis aus menschlichem Sputum entwickelt (de Hoog, Haase, 
1993).  
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IV.2 Material und Methoden 
 
IV.2.1 Probenahme 
Insgesamt wurden 292 Trinkwasserproben (0,1 L, n=126; 1L, n=159; 10 L n=7) und 41 Ab-
striche an unterschiedlichen Stellen verschiedener rheinischer Versorgungsgebiete (Tab.IV-1, 
Abb.IV-2) genommen. Zusätzlich wurden 146 Abstriche (MMSB10025, Merck Millipore, 
Billerica, USA) von dunkel pigmentierten Biofilmen, auf Strahlreglern, Duschköpfen und in 
WC-Spülkästen, genommen. Fünfundsechzig Abstriche stammen aus Abflüssen im Sanitärbe-
reich. Die Probenahme wurde bei den Wasserproben nach ISO 19458 (2012) durchgeführt. 
Alle Proben wurden in Kühlboxen (4 bis 8°C) zum Labor transportiert und binnen einer Stun-
de verarbeitet. 
 
 
Abbildung IV-2: Übersicht - Probenahmestellen im Trinkwasserversorgungsnetz und in der Haus-
installation, * Probenahme direkt hinter dem Wassermesser 
 
 
  
* 
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Tabelle IV-1: Detaillierte Charakterisierung aller analysierten Proben 
         
Beprobte Stelle  Probenart  Proben 
[n] 
 Probenvolumen 
[L] 
 Probenahmetyp 
nach ISO 19458 
(2012) 
         
Rohwasser         
Brunnen  Trinkwasser  5  10,0  Typ A 
Kerzenfilter 1µm  Filtration, Anreicherung  2  ca. 10.000   - 
         
Wasseraufbereitung         
Entsäuerung Zulauf  Trinkwasser  2  10,0  Typ A 
Entsäuerung Ablauf  Trinkwasser  2  1,0  Typ A 
Entsäuerung Wandung innen  Abstrich  2  -  - 
Keramikringe in Entsäuerung  Anreicherung  2  -  - 
Dosiermittel  Konz. Phosphatlösung  23  0,1   - 
Phosphat Dosierung  Abstrich  6  -  - 
         
Trinkwassertanks         
Luftfiltermatte außen  Abstrich  14  -  - 
Luftfiltermatte innen  Abstrich  9  -  - 
Wassertank Wandung innen  Abstrich  12  -  - 
Wassertank Ablauf (SGA)              [1]*  Trinkwasser  86  1,0  Typ A 
Wassertank Ablauf (SGA + ECA)   [2]*  Trinkwasser  26  0,1  Typ A 
Wassertank Ablauf (SGA + ECA)   [3]*  Trinkwasser  18  1  Typ A 
         
Hausanschluss (Trinkwasserrohrnetz)         
Adresse ohne Biofilm  Trinkwasser  50  1,0  Typ A 
Adresse mit Biofilm  Trinkwasser  39  0,1  Typ A 
         
Hausinstallation         
Partikelfilter   Abstrich  8  -  - 
Partikelfilter  Trinkwasser  1  0,1  Typ C 
Rohrleitung  Trinkwasser  60  1,0  Typ B 
         
Auslaufarmatur (Biofilm)  Abstrich  146  -  - 
Auslaufarmatur (Biofilm) 
 
 Biomasse  18**  -  - 
        
Abfluss / Siphon  Abstrich  56  -  - 
* Untersuchungsreihen [1-3] unterscheiden sich in Probevolumen und eingesetzten Medien; 
** TEFAP: n=13; nur disruptiert, verdünnt und ausplattiert: n=5 
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IV.2.2 Isolation und Kultivierung der Pilze 
Die Wasserproben wurden auf SGA und auf ECA (de Hoog, Haase 1993) filtriert (Nitrozellu-
lose Membranfilter, 0,45 µm Porengröße, ø 47 mm, Whatman Schleicher & Schüll GmbH, 
Dassel, Deutschland). Abstriche (MMSB10025, Merck Millipore, Billerica, USA) wurden 
ohne Ausschütteln oder Verdünnen direkt auf SGA und ECA ausgestrichen. Nach Kultivie-
rung für mindesten 21 Tage bei Raumtemperatur wurden dunkel pigmentierte Kolonien ge-
zählt (nur filtrierte Proben) und zur Reinheitskontrolle auf SGA subkultiviert. Zwei Rohwas-
serproben mit einem Volumen von jeweils etwa 10.000 L wurden jeweils über einen Kartu-
schenfilter (Abb.IV-3) mit einer Porengröße von 1 µm (Microwind II Y, Cuno, 3M, St. Paul, 
USA) filtriert. In jeweils vier 500 mL Erlenmeyer-Weithalskolben (Schott, Mainz, BRD) 
wurden Anreicherungskulturen mit den zerteilten Filterkerzen in je 200 mL Erythritol-
Chloramphenicol Bouillon (1% Nitrogen Base, BD Difco, Heidelberg, BRD; 1% Meso-
Erythrit, Roth, Karlsruhe, BRD; 0,05% Chloramphenicol, Merck, Darmstadt, BRD) bei 
Raumtemperatur für 14 Tage inkubiert. Jeweils 200 µL des Mediums wurden auf SGA und 
ECA ausplattiert und dunkel pigmentierte Einzelkolonien zur Gewinnung von Reinkulturen 
subkultiviert. 
Reinkulturen wurden in 30 mL Kultivierungsgefäße (Sarstedt) mit 5 mL Sabouraud 2% Glu-
kose-Bouillon (BD Difco) überführt und mindestens für 5 Tage bei 28°C bebrütet. 
 
 
IV.2.3 DNA Extraktion, PCR und Sequenzierung 
Die Kultivierungsgefäße, die ausreichendes Wachstum aufwiesen, wurden für 10 min bei 
3.180 x g und 4°C (Varifuge K, Heraeus Christ) zentrifugiert. Aliquots von etwa 0,2 g wurden 
einmal in 500 µL A. dest. in 2 mL Gefäßen (Eppendorf) gewaschen. Einhundert µL Lysis-
Puffer (50 mM Tris HCl, pH 7,2; 50 mM EDTA; 3% SDS) wurde hinzugefügt und die Bio-
masse mit einem Mikropistill für 1 min gequetscht. Die Ansätze wurden bei 99°C für 2 min 
inkubiert, 300 µL Lysis-Puffer wurden hinzugefügt, dann wurde weitere 10 min bei 80°C 
inkubiert. Nach Extraktion mit 400 µL Extraktions-Mix (50:48:2 vol% Phenol, Chloroform, 
Isoamylalkohol) und 20 min Zentrifugation bei 20.000 x g (Heraeus Fresco, Thermo Fisher 
Scientific) wurde die DNA mit 40 µL 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 400 µL Isopropanol 
gefällt und durch erneute Zentrifugation bei 20.000 x g für 20 min abgetrennt. Das resultie-
rende Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und in 50 µL A. dest. aufgenommen. Die 
PCR wurde im 50µL Ansatz mit 5% DMSO, je 2,5 pmol der Primer V9G (de Hoog, van den 
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Ende 1998) und LS266 (Mascleaux et al. 1995) (Sigma), 5 µL 10x PCR Puffer (100 mM Tris-
HCl, 500 mM KCl; pH 8,3) (Roche), 62,5 µM dNTPs (Roche), 1,25 U Taq-Polymerase (Ro-
che) und 500 ng Target-DNA unter Verwendung folgenden Programmes durchgeführt: initial 
94°C für 1 min, dann 94°C für 1 min, 55°C für 1 min und 72°C für 3 min, jeweils für 35 
Durchgänge mit einem terminalen Elongationsschritt bei 72°C für 5 min (Labcycler, Senso-
quest, Göttingen, BRD). Zu jeweils 10µL des PCR Produktes wurden 3 µL Ladepuffer (2g/L 
Bromphenolblau, 0,2 g/L Sucrose, in A. dest.) gegeben, und der Erfolg der PCR mittels Gel-
elektrophorese (2% Agarose, E-Gel
®
, Invitrogen) überprüft. Die PCR-Produkte wurden an-
schließend mittels eines „Qiaquick® PCR Purification Kit“ (Qiagen) nach Herstellerangaben 
aufgereinigt. Die Sequenzierung wurde mit 200 ng des PCR-Produkts unter Verwendung des 
„BigDye® Terminator kits v3.1“ (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben mittels ABI 
Prism
®
 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) mit ITS5 und ITS4 (White et al.1990) als 
Sequenzierprimern durchgeführt.  
 
 
IV.2.4 Sequenzanalyse der PCR-Amplicons 
Die erhaltenen Sequenzen des vollständigen ITS1-5.8S-ITS2 Abschnitts (Abb.II-1) wurden 
durch Datenbankabfragen mittels BLAST-Algorithmus auf GenBank und dem lokalen 
BLAST Tool, das in der Bioedit-Software (Version 7.0.5.3) implementiert ist (Hall 1999), 
analysiert. Sequenzen der Herpotrichiellaceae wurden mittels des in Kapitel II beschriebenen 
Identifikations-Tools (Heinrichs et al. 2012), das auf kurzen im ITS2 lokalisierten Barcode-
Fragmenten basiert, identifiziert. Dabei zeigen die den Speziesbezeichnungen zugefügten In-
dizes distinkte taxonomische Entitäten an, die auf geringfügigen Sequenzunterschieden inner-
halb dieses Barcode-Identifiers beruhen. Dem Ex-Typus Stamm wird dabei der Index 1 zuge-
ordnet. Sequevare des Ex-Typus Stamms werden nach abnehmender Sequenzähnlichkeit mit 
größer werdenden Nummern indiziert. Die Analyse von ITS-Sequenzen, die der Gattung 
Ochroconis zugeordnet werden konnten, wurde von K. Samerpitak am CBS (Centraalbureau 
voor Schimmelcultures, Utrecht, NL) bestätigt. 
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IV.3 Ergebnisse 
 
Proben aus verschiedenen Bereichen der Wasseraufbereitung und Verteilung sowie der priva-
ten Hausinstallation wurden analysiert (Abb.IV-2, Tab.IV-1). Eine Übersicht über die Ergeb-
nisse gibt Tabelle IV-11, zunächst wird aber auf die einzelnen Kompartimente separat einge-
gangen. 
 
 
IV.3.1 Brunnen und Rohwasser 
In fünf Wasserproben (10 L), die direkt von den Brunnen stammten, konnten keine Pilze 
nachgewiesen werden. Um die Nachweisgrenze abzusenken, wurden zwei Rohwasserproben 
mit einem Volumen von jeweils etwa 10.000 L über einen Kartuschenfilter (Abb.IV-3) mit 
einer Porengröße von 1 µm filtriert. In Anreicherungskulturen mit den zerschnittenen Filter-
kerzen in Erythritol-Chloramphenicol Bouillon bei Raumtemperatur konnte aus einer Probe 
Cadophora malorum und Rhinocladiella similis 1 isoliert werden. Eine von zwei Rohwasser-
proben mit einem Volumen von 10 L vom Zulauf zur Entsäuerung wies 16 dunkel pigmen-
tierte Kolonien auf. Isoliert wurden 6 Spezies – Acremonium berkleyanum, Cadophora malo-
rum, Cladosporium cladosporioides, Cosmospora sp., Exophiala xenobiotica 1 und Phialo-
phora reptans. 
 
 
Abbildung IV-3: Installation Kartuschen-Filter vor Entsäuerung 
Porengröße 1 µm (Microwind II Y, Cuno, 3M, St. Paul, USA) 
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IV.3.2 Trinkwasseraufbereitungsbereich 
IV.3.2.1 Entsäuerungsturm – Rohwasser und Innenraum  
Cadophora malorum und Rhinocladiella similis 1 konnten aus Wasserproben (n=2, 1 L) vom 
Ablauf der Entsäuerung (Riesler, Abb.IV-4) isoliert werden. Zusätzlich wurden hier Cla-
dosporium halotolerans, Exophiala xenobiotica 1 und eine bisher nicht beschriebene Alterna-
ria-Spezies gefunden, während Phialophora-Spezies ausschließlich an der Innenwand der 
Anlage nachgewiesen wurden. Die rDNA-Sequenz (ITS1-5.8S-ITS2, Accession-Nummer 
JX949176) der Alternaria sp. (Stamm R768) zeigte 99% Übereinstimmung mit der Sequenz 
von Stamm HF-05 (JN253544), der einer bisher nicht näher spezifizierten Alternaria-Spezies 
angehört, die von Orchideenwurzeln isoliert wurde und in einer phylogenetischen Analyse als 
Schwester-Taxon von Leptosphaeria sp. clusterte (Tan et al. 2012). 
 
 
Abbildung IV-4: Innenraum Rohwasser-Entsäuerungsanlage (Belüftungsturm) 
Rohwasser wird auf ein Bett aus Keramikelementen (Boden) verdüst 
 
 
IV.3.2.2 Phosphatdosierung – Phosphatprodukte, Dosieranlagen 
In je einer von den 17 Proben der Phosphatlösungen mit einem Volumen von je 100 mL wur-
den bei Isolation auf SGA sehr hohe Konzentrationen von Exophiala oligosperma 1 (100 
1 m 
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KBE / 100 mL) beziehungsweise Exophiala castellanii mit sogar >200 KBE / 100 mL nach-
gewiesen. Bemerkenswert ist, dass E. mesophila 1 auch in zwei Proben mit Konzentrationen 
von >200 KBE / 100 mL (Abb.IV-5) nachgewiesen wurde, die aus Tankwagen zur Anliefe-
rung der Phosphatlösung stammten. Exophiala equina 1 wurde in zwei Proben mit je 1 KBE / 
100 mL nachgewiesen und Exophiala mesophila 1 konnte in einer weiteren Probe ebenfalls 
mit 1 KBE / 100 mL nachgewiesen werden. 
Cadophora malorum wurde nur in geringen Mengen gefunden. In sechs Proben von jeweils 
20 g Phosphatpulver konnte insgesamt nur eine geringe Kontamination mit Pilzen (0-6 KBE) 
festgestellt werden. Abstriche (n=6) aus Phosphat-Dosieranlagen (Abb.IV-5) enthielten Exo-
phiala cf. angulospora, E. castellanii, E. mesophila 1/2, E. oligosperma 1 und E. xenobiotica 
1. 
 
 
Abbildung IV-5: Exophiala-Spezies in Phosphat-Dosieranlagen 
(A) dunkles Sediment in Vorratstank für Phosphatlösung, E. xenobiotica 1; (B) dunkle Ablagerung in Vorrats-
tank für Phosphatlösung, kein Isolat; (C) dunkle Ablagerung in Entlüftungstopf der Phosphatdosierung, E. meso-
phila 2; (D) Filter mit >200 KBE E. mesophila 1, Phosphatlösung Tankwagen, SGA, 14 Tage, Raumtemperatur; 
(E) Isolat R005, Phosphatlösung aus Tankwagen, >200 KBE E. mesophila 1, SGA, 14 Tage Raumtemperatur; 
(F) Lichtmikroskopische Aufnahme, Isolat R005 E. mesophila, Hellfeldmikroskopie 
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IV.3.3 Trinkwasserbehälter – Luftfilter, Innenraum und Ablauf 
IV.3.3.1 Probenumfang und Verarbeitung 
Insgesamt wurden in und an Trinkwasserbehälter 165 Proben genommen - 130 Wasserproben 
und 35 Abstriche (Tab.IV-1). Abstriche wurden innen und außen an Filtermatten genommen, 
um einen eventuellen Eintrag der biofilmbildenden Pilzspezies über die Behälterbelüftung 
nachzuvollziehen. 
Die Trinkwasserproben wurden mit Fortschreiten der Untersuchungen unterschiedlich bear-
beitet. Bei der ersten Untersuchungsreihe [1] (Tab.IV-1) mit 86 Proben wurde bei einem Vo-
lumen von 1 L ausschließlich Sabouraud 2% Glukose Agar mit Chloramphenicol (SGA) (Bio-
Rad) zur Isolation verwendet, was durch Überwachsen der Platten mit schnellwachsenden 
Spezies häufig keine verwertbaren Isolate erbrachte (Abb.IV-6). 
 
 
Abbildung IV-6: Membranfilter, Schwarze Hefen, zum Teil überwachsen mit 
schnellwachsenden Spezies, SGA, 14 Tage, RT, Pfeil: Kolonien schwarzer Hefen; 
Filter in Originalgröße 
 
 
In der zweiten Untersuchungsreihe mit 26 Proben [2] (Tab.IV-1) wurde ein geringeres Volu-
men von 100 mL filtriert und parallel auf SGA und ECA bebrütet. In der dritten Untersu-
chungsreihe mit 18 Proben [3] (Tab.IV-1) wurde bei einem Volumen von 1 L ebenfalls paral-
lel von SGA und ECA isoliert. 
 
 
IV.3.3.2 Behälter - Luftfilter und Innenraum 
Da Schimmelpilze das Trinkwasserverteilungssystem theoretisch auch über die Luftfilter der 
Trinkwasserbehälter erreichen könnten, wurden Abstriche von den Innenseiten (n=9) und von 
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den Außenseiten (n=14) der Filter genommen. In beiden Lebensräumen dominierten Cla-
dosporium- und Phialophora-Spezies. Abstriche (n=12) von dunklen Verfärbungen auf Höhe 
der Wasserstands-Linie (Abb.IV-7) ergaben nach Kultivierung Cladosporium-Spezies und E. 
angulospora 2. Die an den Filtern und der Wasserstandlinie nachgewiesenen Spezies erwie-
sen sich in Bezug auf die Biofilmbildung an Auslaufarmaturen allerdings als nicht relevant. 
 
 
Abbildung IV-7: Dunkle Ablagerung an der Behälterinnenwand auf Höhe des Wasserstands, 
Unterseite Treppenabgang, Foto bei Routinewartung des Behälters 
 
IV.3.3.3 Behälter - Wasserproben 
Zahlreiche Exophiala-Spezies wurden aus den insgesamt 130 Wasserproben (Tab.IV-1) vom 
Auslauf der Trinkwasserbehälter isoliert. Dabei wurde die Methodik dem Erkenntniszuwachs 
angepasst, so dass drei Untersuchungsreihen [1-3] durchgeführt wurden, die sich in Bezug auf 
Probenvolumina sowie die eingesetzten Nährmedien unterschieden (Tab.IV-1). 
In der Untersuchungsreihe [1] (1 L, SGA) konnten in allen 86 Proben Pilze nachgewiesen 
werden, aus 58% der Proben konnten dunkel pigmentierte Pilze isoliert werden. Cadophora 
malorum stellt die häufigste Spezies (9% der Proben) mit den höchsten Konzentrationen (5 - 
>200 KBE/L), während Exophiala-Spezies nur 1-7 KBE/L erreichen. Nicht von jeder Platte, 
auf der dunkel pigmentierte Pilze beobachtet wurden, konnten wegen des Überwachsens der 
dunklen Kolonien durch schnellwachsende Hyalohyphomyzeten Isolate angefertigt werden. 
Insgesamt konnten aus 50 Proben, in denen Schwärzepilze nachgewiesen wurden, nur 31 Iso-
late erhalten werden. In Untersuchungsreihe [2] (0,1 L; SGA, ECA) wurden in 96% aller Pro-
ben (n=26) Pilze nachgewiesen, 88% der Proben wiesen dunkel pigmentierte Pilze auf. Cado-
phora malorum stellte die häufigste Spezies und konnte in 19% der Proben, wiederum mit den 
0,5 m 
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höchsten Konzentrationen (2-47 KBE / 0,1 L), nachgewiesen werden. Zweithäufigste Spezies 
war mit einem Anteil von 15% E. castellanii. Vor allem Exophiala-Spezies waren deutlich 
geringer konzentriert (1-8 KBE / 0,1 L) als C. malorum. 
In Untersuchungsreihe [3] (1 L; SGA, ECA) konnten aus allen Proben (n=18) dunkel pigmen-
tierte Pilze isoliert werden. Cadophora malorum stellte die häufigste Spezies und konnte in 
78% der Proben mit bis zu >200 KBE/L nachgewiesen werden. Alternaria sp. wurde in 44% 
der Proben in geringerer Konzentration mit 5-48 KBE/L nachgewiesen, Exophiala castellanii 
(28%) mit 3-6 KBE/L, gefolgt von Phialophora reptans in 22%, E. salmonis 2 in 17% und P. 
sessilis in 11% der Proben. Weniger häufig waren E. alcalophila, E. equina 1, E. psychrophi-
la 1 und E. xenobiotica 1. 
Die in den Behältern vorkommenden Exophiala-Spezies, wie E. alcalophila, E. angulospora 
2, E. castellanii, E. psychrophila1 und E. salmonis 2 sind auch in den Biofilmen der Aus-
laufarmaturen nachzuweisen, spielen dort aber nur eine untergeordnete Rolle. 
Abbildung IV-7 zeigt die Konzentrationen von pigmentierten Pilzen im Trinkwasser (Unter-
suchungsreihe [3]). Werte von >100 KBE/L sind alle auf Cadophora malorum zurückzufüh-
ren. 
 
 
Abbildung IV-8: Konzentration dunkel pigmentierter Pilze in Trinkwasserbehältern 
Angegeben sind KBEs nach mind. 14 Tagen bei RT auf SGA und ECA in 1 Liter-Proben von Trinkwasserbehäl-
tern (n=18) verschiedener Versorgungsgebiete; * Wert >200 KBE/L. 
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Insgesamt betrachtet, fallen die beobachteten Konzentrationen von Pilzen in Trinkwasserbe-
hältern sehr verschieden aus (Bereich: 1 - >200 KBE/L). Bei den meisten Proben liegen sie 
jedoch in einem sehr niedrigen Bereich. Einige Proben aus einem Versorgungsgebiet ohne 
zentrale Phosphatdosierung zeigen deutlich erhöhte Werte gegenüber Proben aus Versor-
gungsgebieten mit Phosphatdosierung, so dass ein vermuteter wachstumsbegünstigender Ef-
fekt des Phosphats hier nicht bestätigt wird. Selbst Konzentrationen >200 KBE/L sind aber 
nicht als außergewöhnlich hoch anzusehen (Hageskal et al. 2009). In der aktuellen Trinkwas-
serverordnung ist für Schimmelpilze kein Grenzwert vorgesehen (Bundesministerium für 
Gesundheit 2011) und die nachgewiesenen Arten können mit den dort vorgeschriebenen Me-
thoden ohnehin nicht erfasst werden. 
 
 
IV.3.4 Übergabestellen – öffentliches Netz zur Hausinstallation 
IV.3.4.1 Dunkel pigmentierte Pilzspezies - Übergabestellen 
Um den potentiellen Eintrag dunkel pigmentierter Pilze in die private Hausinstallation zu mo-
nitoren, wurden 89 Wasserproben (Tab.IV-1) an Probenahmestellen direkt hinter dem Was-
sermesser (Abb.IV-9) in Kundenanlagen genommen. 
 
 
Abbildung IV-9: Typischer Probenahme-Hahn am Hausanschluss hin-
ter dem Wassermesser 
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Zum einen wurden 50 Proben mit einem Volumen von 1 L aus sechs unterschiedlichen Net-
zen genommen (Tab.IV-2), in denen Fälle von Biofilmbildung auftraten. Dabei lag an den 
jeweiligen Adressen der Probenahme aber keine Biofilmbildung vor. 
Zum anderen wurden 39 Proben mit 100 mL (Tab.IV-3) bei Wohnobjekten genommen, die 
akut von Biofilmen an Auslaufarmaturen betroffen waren. 
 
Tabelle IV-2: Dunkel pigmentierte Pilzspezies in Trinkwasserproben (1 L) an Übergabestellen bei 
Wohnobjekten ohne Biofilmbildung, SGA und ECA mind. 14 Tage bei RT 
Proben n % 
   
Total 50 100 
mit Pilzen 49 98 
mit dunkel pigmentierten Pilzen 48 96 
   
Spezies   
Alternaria sp. 14 28 
Cadophora fastigiata 3 6 
Cadophora malorum 37 74 
Capronia pilosella 2 4 8 
Cladosporium spp. 3 6 
Cladosporium cladosporioides 1 2 
Cladosporium halotolerans 3 6 
Cladosporium oxysporum 1 2 
Exophiala angulospora 2 1 2 
Exophiala castellanii 13 26 
Exophiala equina 1 2 4 
Exophiala opportunistica 2 4 
Exophiala psychrophila 1 1 2 
Exophiala psychrophila 2 2 4 
Exophiala salmonis 2 2 4 
Exophiala xenobiotica 1 1 2 
Leptosphaeria sp. 3 6 
Ochroconis mirabilis 1 2 
Phialocephala dimorphosa  1 2 
Phialophora reptans 4 8 
   
 
 
Fast alle Spezies, die in Proben von Hausanschlüssen bei Wohnobjekten mit Biofilmbildung 
nachgewiesen werden konnten (Tab.IV-3), fanden sich auch in Proben von Wohnobjekten, 
bei denen keine Biofilmbildung vorlag (Tab.IV-2), so dass nicht von einer unterschiedlichen 
Eintragssituation auszugehen ist. Einige Spezies, die eine Rolle bei der Entwicklung von Bio-
filmen spielen, wie Ochroconis mirabilis und Exophiala equina 1 wurden sogar ausschließ-
lich bei Wohnobjekten ohne Biofilm nachgewiesen. 
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Tabelle IV-3: Dunkel pigmentierte Pilzspezies in Trinkwasserproben (100 mL) an Übergabestellen 
bei von Biofilmen betroffenen Wohnobjekten, SGA und ECA mind. 14 Tage bei RT 
Proben n % 
   
Total 39 100 
mit Pilzen 34 87 
mit dunkel pigmentierten Pilzen 25 64 
   
Spezies 
  Alternaria sp. 1 3 
Cadophora malorum 9 23 
Cladosporium spp. 8 21 
Exophiala castellanii 5 13 
Exophiala psychrophila 1 1 3 
Exophiala psychrophila 2 1 3 
Exophiala salmonis 2 1 3 
Phoma fimeti 1 3 
   
 
 
Exophiala lecanii-corni, die Hauptkomponente der analysierten Biofilme (siehe Kapitel III, 
Biofilm-Analyse), konnte aus keiner der Proben isoliert werden. 
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IV.3.4.2 Pilzkonzentrationen - Übergabestellen 
Die Gesamt-Pilzkonzentrationen sowie die Konzentration der dunkel pigmentierten Kolonien 
der 50 Trinkwassernetzproben (Adressen ohne Biofilmbildung) sind in Abbildung IV-10 bis 
IV-13, getrennt nach Versorgungsgebieten, aufgeführt. 
 
 
Abbildung IV-10: Pilzkonzentrationen in Netzproben, Versorgungsgebiet I.1 (n=15), zentrale Do-
sierung von Phosphat 
 
 
 
Abbildung IV-11: Pilzkonzentrationen in Netzproben, Versorgungsgebiet II.1 (n=11), zentrale Do-
sierung von Phosphat; * Konzentration >200 KBE/L 
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Abbildung IV-12: Pilzkonzentrationen in Netzproben (1L), Versorgungsgebiet II.2 (n=15), keine 
zentrale Dosierung von Phosphat 
 
 
 
Abbildung IV-13: Pilzkonzentrationen in Netzproben, Versorgungsgebiete anderer Wasserversor-
ger (n=9); *Konzentration >200 KBE/L 
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rationsbereich 2 - >200 KBE/L). Exophiala-Spezies sind deutlich niedriger konzentriert: E. 
castellanii (1-4 KBE/L), E. equina 1 (1–21 KBE/L) und E. salmonis 2 (2-16 KBE/L). 
 
 
Abbildung IV-14: Anteile der häufigsten Spezies im Vergleich zu E. lecanii-corni als Hauptbiofilm-
bildner in Netzproben (n=50)  
 
Exophiala lecanii-corni konnte aus keiner der 50 Netzproben und auch sonst keiner Probe aus 
dem Versorgungsnetz isoliert werden und wird höchstwahrscheinlich nicht über das Trink-
wasser verbreitet (Abb.IV-14), während andere Spezies, die in maßgeblichen Anteilen in Bio-
filmen nachgewiesen wurden (siehe Kapitel III Biofilm-Analyse), auch an den Übergabestel-
len isoliert werden konnten (z.B. Alternaria sp., Ochroconis mirabilis, Exophiala equina 1). 
Die Speziesverteilung ähnelt mit Cadophora malorum als der häufigsten Spezies mit Vor-
kommen in 74% aller Proben, gefolgt von Alternaria sp. (siehe oben) mit 28% und der häu-
figsten schwarzen Hefe E. castellanii, die in 26% aller analysierten Proben nachgewiesen 
wurde, sehr derjenigen an den Ausläufen der Trinkwasserbehälter. Zusätzlich wurden in ge-
ringen Mengen Ochroconis mirabilis und Exophiala opportunistica nachgewiesen. Bemer-
kenswert ist, dass im Vergleich zu den Befunden an den Ausläufen der Trinkwasserbehälter 
(2-4%) an dieser Stelle ein relativ größerer Anteil von Cladosporium-Spezies nachgewiesen 
wurde (16%). 
Grundsätzlich konnte kein Zusammenhang der zentralen Dosierung von Phosphat mit einer 
größeren Pilzbelastung des angelieferten Trinkwassers ermittelt werden. 
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Die Pilzbelastung in den 39 Proben, die von Wohnobjekten mit Biofilmbildung genommen 
wurden, lag in einem ähnlich niedrigen Bereich, wie bei denen bei Adressen ohne Biofilmbil-
dung. 
 
 
IV.3.5 Hausinstallation und Sanitärbereich 
Um Aussagen über die mögliche Verbreitung der biofilmbildenden Pilzspezies in der Hausin-
stallation zu erhalten, wurden an verschiedenen Stellen Proben genommen (Abb.IV-15). Acht 
Partikelfilter (Tab.IV-1) direkt hinter der Übergabestelle wurden beprobt. Wasserproben 
(n=60, 100 mL) wurden an von schwarzen Belägen betroffenen Auslaufstellen nach Abfläm-
men (Probenahme Typ B) (ISO 19458 2006) genommen, um einen Eindruck der Besiedlung 
des Hausverteilungsnetzes zu bekommen. Schließlich wurden schwarze Beläge an den Wasser 
/ Luft Grenzflächen teils per Metagenomanalyse (n=13; siehe Kapitel III Biofilmanalyse) ana-
lysiert. Der weitaus größere Teil wurde aber per Abstrich (n=146) selektiv-kulturell unter-
sucht. Abstriche aus dem Abflussbereich wurden genommen, da hier ein Reservoir für den 
retrograden Eintrag biofilmbildender Pilzspezies vermutet wurde. 
 
 
Abbildung IV-15: Übersicht Probenahmestellen in der Hausinstallation 
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IV.3.5.1 Partikelfilter hinter Wassermesser 
Von acht Partikelfiltern (Durchlassweite 100 µm), die über Jahre direkt hinter den Wasser-
messern in Hausinstallationen bei Haushalten ohne Biofilmbildung eingebaut waren, wurden 
Abstriche genommen. Von einem konnte E. lecanii-corni isoliert werden. Aus einer Wasser-
probe, die an analoger Stelle bei einer Adresse mit massivem Befall von Biofilmen genom-
men wurde, wurde ebenfalls E. lecanii-corni isoliert. 
 
 
IV.3.5.2 Wasserhahn abgeflämmt 
In Wasserproben von den Zapfstellen sanitärer Einrichtungen (Wasserhähne, abgeflämmt, 
n=60, Probenahme Typ B) wurden Exophiala lecanii-corni (1 Probe), E. cancerae, E. equina 
1, E. mesophila 1, E. phaeomuriformis 2, E. psychrophila 1/2 und E. salmonis 2 nachgewie-
sen. Auch hier war Cadophora malorum (28%) die häufigste dunkel pigmentierte Spezies und 
Exophiala castellanii (12%) die häufigste schwarze Hefe. Ochroconis mirabilis, Phialophora 
europaea 1, Phialophora sessilis und Pyrenochaeta unguis-hominis wurden aus jeweils einer 
Probe isoliert. 
Im Gegensatz zum öffentlichen Trinkwasserverteilungsnetz konnten in der privaten Hausin-
stallation, in geringer Konzentration und selten, bereits fast alle nennenswert an der Bildung 
von Biofilmen beteiligten dunkel pigmentierten Spezies, wie Exophiala lecanii-corni, E. 
equina 1, Alternaria sp. und Ochroconis mirabilis nachgewiesen werden. 
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IV.3.5.3 Armatur-Innenseite 
Aus einigen Duschschläuchen und Armaturen wurden Abstriche (n=7) von der Innenseite 
genommen (Abb.IV-16). 
 
 
Abbildung IV-16: Dunkler Belag auf der Innenseite eines Duschschlauchs 
Isolat R075, E. lecanii-corni 
 
 
Exophiala lecanii-corni wurden nur aus Bereichen isoliert, die über längere Zeiträume kein 
Wasser führten (Abb.IV-16). Endoskopische Untersuchungen in der Zuleitung einer äußerlich 
von schwarzen Biofilmen bewachsenen Installation ergaben keinerlei Hinweis auf Biofilme 
im Leitungssystem. Das Wachstum der Beläge tritt also wahrscheinlich ausschließlich an der 
Luft / Wasser Phasengrenze auf. 
 
 
IV.3.6 Biofilme aus verschiedenen Feuchtraumhabitaten – Abstriche 
Zusätzlich zu den 13 per TEFAP analysierten Biofilmen (siehe Kapitel III Biofilm-Analyse) 
wurden 146 Abstriche von schwarz pigmentierten Biofilmen bearbeitet. Dabei wurden Strahl-
regler, Duschköpfe, WC-Schüsseln, WC-Spülkästen, Mundduschen und Zahnarztstühle, Fu-
gen und Waschmaschinen beprobt. In den folgenden Tabellen (Tab.IV-4 – Tab.IV-10) sind 
die aus Abstrichen erhaltenen Spezies zusammengefasst, die direkt von mit schwarzen Belä-
gen bewachsenen Oberflächen genommen wurden. Unter IV.3.6.8 findet sich eine zusammen-
fassende Auswertung. 
  
10 cm 
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IV.3.6.1 Strahlregler  
Von Biofilmen auf Strahlreglern (Abb.IV-17) wurden insgesamt 57 Abstriche genommen. 
 
 
Abbildung IV-17: Strahlregler mit schwarzen Belägen mit Kunststoff- 
(links) und Metalloberfläche (rechts) 
 
 
 
Tabelle IV-4: Dunkel pigmentierte Pilzspezies in Abstrichen von Strahlreglern, SGA und ECA mind. 
14 Tage bei RT 
Probe n % 
   
Total 57 100 
mit Pilzen 52 91 
mit dunkel pigmentierten Pilzen 42 74 
   Spezies     
Exophiala sp. 1 2 
Aureobasidium pullulans 1 2 
Cadophora malorum 1 2 
Cladosporium sphaerospemum 1 2 
Cladosporium cladosporioides 1 2 
Cladosporium sp. 3 5 
Dothideales 1 2 
Exophiala cancerae 1 2 
Exophiala equina 1 5 9 
Exophiala lecanii-corni 23 40 
Exophiala mesophila 1 3 4 
Exophiala oligosperma 3 1 1 
Exophiala phaeomuriformis 2 5 6 
Fusarium dimerum 1 1 
Fusarium oxysporum 3 4 
Fusarium solani 4 5 
Fusarium sp. 1 1 
Ochroconis cf. humicola 1 1 
Ochroconis mirabilis 7 9 
Paecilomyces lilacinus 1 1 
Phialophora reptans 1 1 
Phoma herbarum 2 3 
Phoma pinodella  1 1 
Plectosphaerella cucumerina 1 1 
Pyrenochaeta unguis-hominis  1 1 
 
1 cm 
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IV.3.6.2 Duschköpfe – Abstriche 
Von 20 Biofilmen auf Duschköpfen (Abb.IV-18) wurden Abstriche genommen. Tabelle IV-5 
listet die an Duschköpfen ermittelten Spezies. 
 
 
 
Abbildung IV-18: Duschköpfe mit schwarzen Ablagerungen 
 
 
 
Tabelle IV-5: Dunkel pigmentierte Pilzspezies in Abstrichen von Duschköpfen, SGA und ECA mind. 
14 Tage bei RT 
Proben n % 
   
Total 20 100 
mit Pilzen 20 100 
mit dunkel pigmentierten Pilzen 18 90 
   
Spezies     
Cadophora malorum 1 5 
Cladophialophora sp. 1 5 
Cladosporium halotolerans 1 5 
Cladosporium cladosporioides 1 5 
Cladosporium sp. 2 10 
Cladosporium sphaerospermum  1 5 
Exophiala equina 1 1 5 
Exophiala lecanii-corni 11 55 
Exophiala mesophila 1 1 5 
Ochrocladosporium frigidarii 1 5 
Ochroconis mirabilis  2 10 
Ochroconis sp.  2 10 
Phialophora europaea 1 1 5 
Phoma herbarum 2 10 
Phoma sp. 1 5 
Pyrenochaeta unguis-hominis 1 5 
   
 
1 cm 1 cm 
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IV.3.6.3 Zahnarztstühle und Mundduschen 
Insgesamt 13 Proben wurden aus Zahnarztstühlen (Abb.IV-19) bzw. Mundduschen im priva-
ten Bereich genommen. Die Ergebnisse werden durch Tabelle IV-6 illustriert. 
 
 
 
Abbildung IV-19: Überlaufbehälter aus Zahnarztstuhl 
mit schwarzen Ablagerungen 
 
 
 
 
Tabelle IV-6: Dunkel pigmentierte Pilzspezies in Abstrichen von Mundduschen und Zahnarztstüh-
len, SGA und ECA mind. 14 Tage bei RT 
Proben n % 
   
Total 13 100 
mit Pilzen 13 100 
mit dunkel pigmentierten Pilzen 9 69 
   
Spezies 
  Cladosporium sp. 1 8 
Exophiala cancerae 1 8 
Exophiala equina 1 4 31 
Exophiala lecanii-corni 4 31 
   
 
 
  
1 cm 
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IV.3.6.4 WC-Spülkasten – Abstriche 
Aus WC-Spülkästen (Abb.IV-20) wurden 26 Abstriche genommen. Die Analyseergebnisse 
zeigt Tabelle IV-7. 
 
 
 
Abbildung IV-20: Schwarze Beläge in WC-Spülkästen 
 
 
 
 
Tabelle IV-7: Dunkel pigmentierte Pilzspezies in Abstrichen von WC-Spülkästen, SGA und ECA 
mind. 14 Tage bei RT 
Proben n % 
   
Total 26 100 
mit Pilzen 24 92 
mit dunkel pigmentierten Pilzen 20 77 
   
Spezies     
Alternaria sp. 1 4 
Cladosporium halotolerans 5 19 
Cladosporium sp. 3 12 
Cladosporium sphaerospermum 2 8 
Exophiala alcalophila 1 4 
Exophiala cf. angulospora 1 4 
Exophiala equina 1 4 15 
Exophiala lecanii-corni 5 19 
Exophiala mesophila 1 1 4 
Mycosphaerella sp. 1 4 
Phialophora sp. 2 8 
Oidiodendron sp. 1 4 
Phialophora reptans 2 8 
   
 
1 cm 1 cm 
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IV.3.6.5 WC-Schüssel 
Über kontaminierte WC-Spülkästen gelangen immer wieder Schimmelpilze in die Spülschüs-
seln, wo sie ebenfalls Beläge ausbilden können. Insgesamt wurden 18 Abstriche aus diesem 
Habitat genommen (Abb.IV-21). Tabelle IV-8 zeigt die Resultate. 
 
 
Abbildung IV-21: Einspülung in WC-Schüssel 
 
 
 
Tabelle IV-8: Dunkel pigmentierte Pilzspezies in Abstrichen von WC-Schüsseln, SGA und ECA 
mind. 14 Tage bei RT 
Proben n % 
   
Total 18 69 
mit Pilzen 17 65 
mit dunkel pigmentierten Pilzen 14 54 
   
Spezies   
Alternaria sp. 1 6 
Exophiala castellanii 2 11 
Exophiala equina 1 3 17 
Exophiala lecanii-corni 8 44 
Exophiala mesophila 1 1 6 
Exophiala psychrophila 3 1 6 
Ochroconis mirabilis 1 6 
Phialophora europaea 2 2 11 
Phialophora reptans 2 11 
   
 
3 cm 
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IV.3.6.6 Fugen 
Von Fugen (Abb.IV-22) in sieben verschiedenen Badezimmern wurden Abstriche genommen. 
Die isolierten Spezies zeigt Tabelle IV-9. 
 
 
Abbildung IV-22: Fugen mit schwarzen Ablagerungen 
Maßstabsbalken: 1 cm 
 
 
 
Tabelle IV-9: Dunkel pigmentierte Pilzspezies in Abstrichen von Fugen, SGA und ECA mind. 14 
Tage bei RT 
Proben n % 
   
Total 7 100 
mit Pilzen 7 100 
mit dunkel pigmentierten Pilzen 5 71 
   
Spezies 
 
 
Exophiala lecanii-corni 1 14 
Exophiala mesophila 1 1 14 
Ochrocladosporium frigidarii 2 29 
Ochroconis mirabilis 1 14 
Phialophora europaea 1 2 29 
Phialophora reptans 1 14 
Phoma herbarum 1 14 
   
 
 
  
1 cm 1 cm 
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IV.3.6.7 Waschmaschinen 
In fünf Waschmaschinen (Abb.IV-23) wurden Abstriche genommen. Die Ergebnisse zeigt 
Tabelle IV-10. 
 
 
Abbildung IV-23: Innenraum Waschmaschinenlade 
Maßstabsbalken: 1cm (hintere Ebene) 
 
 
 
Tabelle IV-10: Dunkel pigmentierte Pilzspezies in Abstrichen aus Waschmaschinen, SGA und ECA 
mind. 14 Tage bei RT 
Proben n % 
   
Total 5 100 
mit Pilzen 5 100 
mit dunkel pigmentierten Pilzen 5 100 
   
Spezies     
Cladosporium sp. 1 20 
Exophiala lecanii-corni 1 20 
Lecanicillium muscarinum  1 20 
Ochroconis mirabilis 1 20 
Penicillium citreonigrum 1 20 
Verticillium leptobactrum 1 20 
Exophiala alcalophila 2 40 
   
 
 
  
1 cm 
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IV.3.6.8 Biofilme - Zusammenfassung 
Exophiala lecanii-corni war die häufigste Spezies in den in Kapitel III zunächst untersuchten 
13 dunkel pigmentierten Biofilmen (Tab.IV-11). Diese Spezies wurde auch aus 36% der Ab-
striche (n=146) von Biofilmen an den Auslaufarmaturen und ähnlichen Habitaten isoliert. Die 
zweithäufigste Spezies war mit einem Anteil von 12% der Abstriche E. equina 1 gefolgt von 
Ochroconis mirabilis (9%), E. mesophila (5%), C. halotolerans (4%), P. reptans (4%), P. 
europaea (3%), E. phaeomuriformis 2 (3%) und Phoma herbarum (3%). Andere Cladospori-
um-Spezies wurden in 11% dieser Proben nachgewiesen. Andere Exophiala-Spezies wie E. 
cancerae, E. castellanii, E. oligosperma, E. phaeomuriformis 2 und E. psychrophila sind eher 
selten. E. alcalophila war lediglich in Waschmaschinen und in WC-Spülkästen nachzuweisen. 
In WC-Kästen dominierten eher Cladosporium-Spezies, die typischerweise auch über die Luft 
Verbreitung finden und dort die häufigste Gattung stellen (Shelton et al. 2002; Fischer, Dott 
2003; Horner et al. 2004). Phialophora europaea und P. reptans wurden regelmäßig nachge-
wiesen. 
Auffällig sind die Abweichungen in der Häufigkeit der nachgewiesenen Pilzarten in den Bio-
filmen im Vergleich zur Analyse mittels TEFAP (Kapitel III). So konnte E. lecanii-corni aus 
Abstrichen von Biofilmen mit einem Anteil von 39% der Proben wesentlich seltener nachge-
wiesen werden als per TEFAP (12 von 13 analysierten Biofilmen). Diese Ergebnis ist vermut-
lich darauf zurückzuführen, dass bereits durch den Abstrich eine Selektion der nachweisbaren 
Spezies erfolgte, wohingegen beim TEFAP und beim Ausplattieren disruptierter Biofilme 
(siehe Kapitel III.2.2.1) die Gesamtheit der Biomasse erfasst werden konnte. 
 
 
IV.3.7 Abflüsse von Waschbecken und Duschen im Sanitärbereich – Abstriche 
Abstriche aus Abflüssen privater sanitärer Einrichtungen (n=56) ergaben ein geringfügig an-
deres Artenspektrum mit E. lecanii-corni (29%) und E. equina (23%) als häufigsten Spezies. 
Fast ebenso verbreitet waren E. phaeomuriformis 2 mit18% und O. mirabilis mit Vorkommen 
in 14% aller Proben. Andere Exophiala-Spezies, wie E. cancerae, E. mesophila 1, E. oli-
gosperma 3, E. xenobiotica 1/3 sowie Alternaria sp., Cladosporium spp. und Phialophora 
europaea 1 waren deutlich weniger häufig. Knufia epidermidis und Pyrenochaeta unguis-
hominis wurden jeweils nur in einer Probe nachgewiesen. 
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IV.3.8 Verteilung und Eintragspfad dunkel pigmentierter Pilzarten 
Um einen Überblick über die Verteilung der dunkel pigmentierten Spezies in den verschiede-
nen Teilen des Trinkwasserversorgungssystems und der Hausinstallation zu erhalten, wurde 
ihr Vorkommen (Kriterien: >1 Kompartiment oder >1 Probe) in Tabelle IV-11 zusammenge-
fasst. 
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Tabelle IV-11: Verteilung dunkel pigmentierter Pilzspezies in Trinkwasserversorgungssystem und Hausinstallation 
  Rohwasser  Wasseraufbereitung  Wasserbehälter  Rohrnetz  Hausinstallation  
Auslaufarmaturen 
Biofilm TEFAP 
 
Auslaufarmaturen** 
Biofilm Abstriche 
 Abfluss 
 vermutl. Ein-
tragspfad *** 
  n %  n %  n %  n %  n %  n %  n %  n %   
Proben Total  7 100  37 100  18 100  50 100  60 100  18 100  146 100  47 100   
davon positiv für Pilze  2 29  35 95  18 100  49 98  47 78  18 100  138 95  45 96   
davon positiv für dunkle Pilze  2 29  23 62  18 100  48 96  34 57  18 100  113 77  44 94   
                           
                           
Spezies                           
                           
Acremonium murorum                            2 11            r 
                           
Alternaria sp.       1 3  8 44  14 28  2 3  5 28  1 1  2 4  a/r 
                           
Cadophora fastigiata                 3 6       1 6            a 
                           
Cadophora luteo-olivacea       2 5  3 17                           a 
                           
Cadophora malorum  1 14  4 11  14 78  37 74  17 28       2 1       a 
                           
Capronia pilosella 2*                 4 8                      a 
                           
Cladosporium cladosporioides       1 3       1 2            2 1       a/r 
                           
Cladosporium halotolerans       1 3       3 6       6 33  6 4  1 2  a/r 
                           
Cladosporium sphaerospermum                                4 3  1 2  r 
                           
Cyphellophora pluriseptata                            1 6       1 2  r 
                           
Exophiala alcalophila            1 6                 3 2       a 
                           
Exophiala angulospora 2                 1 2       2 11            a 
                           
Exophiala cancerae                      1 2       2 1  1 2  a/r 
                           
Exophiala castellanii       2 5  5 28  13 26  7 12       2 1       a 
                           
Exophiala cf. angulospora       1 3                      1 1       a 
                           
Exophiala equina 1       2 5  1 6  2 4  1 2  5 28  17 12  13 28  a/r 
                           
Exophiala lecanii-corni                      1 2  16 89  52 36  12 26  r 
                           
Exophiala mesophila 1       4 11            1 2  1 6  7 5  4 9  a/r 
                           
Exophiala oligosperma 1       3 8                                a 
                           
Exophiala oligosperma 3                                1 1  2 4  r 
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Spezies 
 
Rohwasser 
 
Wasseraufbereitung 
 
Wasserbehälter 
 
Rohrnetz 
 
Hausinstallation 
 
Auslaufarmaturen 
Biofilm TEFAP 
 
Auslaufarmaturen*** 
Biofilm Abstriche 
 
Abfluss 
 
vermutl. Ein-
tragspfad 
  n %  n %  n %  n %  n %  n %  n %  n %   
                           
Exophiala opportunistica                 2 4                      a 
                           
Exophiala phaeomuriformis 2                      2 3       5 3  10 21  a/r 
                           
Exophiala psychrophila 1            1 6  1 2  1 2                 a 
                           
Exophiala psychrophila 2                 2 4  1 2                 a 
                           
Exophiala salmonis 2            3 17  2 4  3 5  1 6            a 
                           
Exophiala xenobiotica 1       3 8  2 11  1 2                 1 2  a 
                           
Ochroconis cf. constricta                           6 33      1 2  r 
                           
Ochroconis mirabilis                 1 2  1 2  6 33  13 9  8 17  a/r 
                           
Paecilomyces lilacinus                            2 11  1 1       r 
                           
Phialocephala dimorphospora                  1 2       1 6            a 
                           
Phialophora europaea 1                      1 2  1 6  3 2  4 9  r 
                           
Phialophora europaea 2                                2 1       r 
                           
Phialophora reptans       3 8  4 22  4 8  1 2  1 6  6 4  2 4  a/r 
                           
Phialophora sessilis            1 6       1 2                 a 
                           
Phoma fimeti            1 6       1 2  1 6            a 
                           
Phoma herbarum                           7 39  5 3       r 
                           
Phoma pinodella                            1 6  1 1       r 
                           
Pyrenochaeta unguis-hominis                      1 2  4 22  3 2       r 
                           
Rhinocladiella similis  1 14  1 3                 1 6            a 
                           
*Indizes zeigen distinkte taxonomische Entitäten (nach Heinrichs et al. 2012) an. Ex-Typus-Stämme werden mit 1 bezeichnet, Sequevare werden nach kleiner werdender Se-
quenzähnlichkeit mit aufsteigenden Nummern versehen; ** Auch die übrigen in diesem Kapitel beschriebenen Kompartimente wurden dargestellt; *** a: anterograd, r: retrograd; 
Auswahl der Spezies: Vorkommen in >1 Kompartiment oder >1 Probe; grau hinterlegt: Biofilme  
 
 IV EINTRAGSPFAD 
 
98 
Die vorangehend durchgeführte Analyse der dunkel pigmentierten Biofilme an Auslaufarma-
turen ergab Exophiala lecanii-corni als Hauptkomponente, sowohl in Bezug auf Häufigkeit, 
als auch in Bezug auf den relativen Biomasse-Anteil (Heinrichs et al. 2013a). Exophiala 
equina 1 wurde ebenso in nennenswerten Anteilen nachgewiesen wie Alternaria sp., 
Ochroconis spp., Phoma herbarum und Fusarium spp. (Tab.IV-11) (Heinrichs et al. 2013a). 
Im Rahmen des in diesem Teil der Untersuchung durchgeführten Monitorings konnte Exophi-
ala lecanii-corni aber in keiner einzigen Probe aus öffentlicher Trinkwasseraufbereitung und 
Verteilung nachgewiesen werden (Tab.IV-11). Der Nachweis in zwei Proben aus der privaten 
Hausinstallation, jeweils direkt hinter einem Partikelfilter, ist deshalb vermutlich auf die Kon-
tamination des Filters z. B. während der Montage zurückzuführen. Exophiala castellanii, die 
in den Biofilmen nur in sehr geringen Mengen vorkommt, war die häufigste Exophiala-
Spezies in Wasserproben aus dem Trinkwasserversorgungssystem, wenn auch in geringen 
Konzentrationen (typischerweise < 10 KBE/L). Die wasserverbreitete Spezies E. equina 1 
(Lian, de Hoog 2010) war in den Biofilmen verbreitet, im Versorgungssystem aber weniger 
häufig mit relativ geringen Konzentrationen von bis zu 21 KBE/L vertreten. Die bisher nicht 
beschriebene Alternaria-Spezies (siehe oben) wurde regelmäßig sowohl im Versorgungssys-
tem, wie auch in den Biofilmen nachgewiesen, während sie in den Abflüssen seltener vertre-
ten war. Diese Spezies scheint deshalb vor allem durch das Trinkwasser an die Armaturen zu 
gelangen (Tab.IV-11). 
Andere schwarze Hefen, wie E. alcalophila, E. angulospora, E. mesophila, E. opportunistica, 
E. psychrophila und E. salmonis, deren typische Verbreitung mit dem Wasser beschrieben 
wurde (de Hoog et al. 2011b), wurden in sehr geringer Konzentration (1-19 KBE /L) regel-
mäßig im Versorgungssystem nachgewiesen, von wo aus sie sich leicht in die sich entwi-
ckelnden Biofilmen eingespült werden können (Tab.IV-11), wo sie deshalb eher selten und 
mit geringem Anteil vorkommen. Exophiala mesophila 1 wurde relativ häufig und mit relativ 
hohen Konzentrationen (bis zu >200 KBE / 100 mL) aus Phosphat-Stammlösungen, die von 
den Wasserversorgern als Korrosionsinhibitor eingesetzt werden, und aus Abflüssen isoliert. 
Exophiala phaeomuriformis 2, eine Spezies, die phylogenetisch nah mit der neurotropen 
schwarzen Hefe E. dermatitidis verwandt ist, war häufig in den Abflüssen zu finden, konnte 
aber nur einmal (1 KBE/L) aus einer Wasserprobe, die aus der Hausinstallation stammte, iso-
liert werden (Tab.IV-11). Als Komponente der schwarzen Biofilme konnte diese Spezies nur 
sehr selten vor allem in Abflüssen nachgewiesen werden. Bemerkenswert ist, dass E. dermati-
tidis aus keiner der Proben aus dem Trinkwasserversorgungssystem isoliert werden konnte, 
aber in sehr geringem Anteil in einem der vorher analysierten Biofilme vorkam (Heinrichs et 
 IV EINTRAGSPFAD 
 
99 
al. 2013a). Möglicherweise gelangt die Spezies durch Händewaschen oder Putzutensilien in 
die bereits bestehenden Biofilme. Exophiala oligosperma und E. xenobiotica, die im Trink-
wasserversorgungssystem nur sehr selten und hauptsächlich in Proben aus der Aufbereitung 
gefunden wurden (1-8 KBE/L), wurden ebenfalls extrem selten in den Biofilmen nachgewie-
sen. Phialophora europaea (de Hoog et al. 2000) wurde nicht im Trinkwasserversorgungssys-
tem nachgewiesen aber vereinzelt in Biofilmen und in Abflüssen (Tab.IV-11). Phialophora 
reptans (1-6 KBE/L) war in allen untersuchten Bereichen der Trinkwasserversorgung verbrei-
tet und konnte selten auch in Biofilmen nachgewiesen werden. Phialophora sessilis wurde 
ausschließlich im Trinkwasser nachgewiesen (1 KBE/L). Ochroconis cf. constricta und 
Ochroconis constricta wurden ausschließlich in Biofilmen gefunden. Ochroconis mirabilis 
war sehr häufig in den Abflüssen und in den Biofilmen der Auslaufarmaturen aber selten (1 
Probe, 1 KBE/L) im Trinkwasserverteilungssystem, was eine retrograde Besiedlung der Ar-
maturen wahrscheinlicher macht (Tab.IV-11). 
Cladosporium-Spezies wurden regelmäßig im Trinkwasserverteilungssystem nachgewiesen, 
während sie in den Biofilme an den Auslaufarmaturen nur in sehr geringem Maße vorkamen. 
Die einzige Spezies, die in Trinkwasser (1-16 KBE/L), in den Biofilmen und in Abflüssen 
vorkam, ist C. halotolerans. Während Cadophora malorum mit Konzentrationen von bis zu 
>200 KBE/L die häufigste Spezies im Trinkwasserversorgungssystem stellte, war sie in den 
schwarzen Biofilmen fast nie vertreten (Heinrichs et al. 2013a). 
Die in den Biofilmen vorherrschenden Spezies der schwarzen Hefen gelangen, zusammenfas-
send betrachtet, mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit auf retrogradem Weg an die Auslaufarma-
turen.  
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IV.4 Diskussion 
 
IV.4.1 Vorkommen und Ökologie 
In den letzten Jahren wurden zahlreiche Studien zum Vorkommen von Schimmelpilzen in 
Trinkwasserverteilungssystemen veröffentlicht, die belegen, dass nicht nur Bakterien sondern 
auch Pilze relativ häufig in diesem Lebensraum vorkommen. Die in diesem Zusammenhang 
am häufigsten beschriebenen Genera sind Penicillium, Cladosporium und Aspergillus, gefolgt 
von Phialophora (heute: Cadophora) und Acremonium (Kinsey et al. 1999, Doggett 2000, 
Göttlich et al. 2003, Hageskal et al. 2006, Gonçalves et al. 2006, Grabińska-Łoniewska et al. 
2007, Kanzler et al. 2008). Die beobachteten mittleren Frachten von Schimmelpilzsporen im 
Trinkwasser variieren stark von 1 KBE/L bis zu >2.000 KBE/L, je nach Studie und verwende-
ter Methode (Nagy, Olson 1982, West 1986, Arvanitidou et al. 1999, Doggett 2000, Gonçal-
ves et al. 2006, Grabińska-Łoniewska et al. 2007, Hageskal et al. 2007, Yamaguchi et al. 
2007, Kanzler et al. 2008). In den meisten dieser Studien wurden schwarze Hefen entweder 
nicht berücksichtigt, oder sie wurden nur in sehr geringer Menge nachgewiesen. Möglicher-
weise wurden sie wegen ihres mitunter sehr langsamen Wachstums bei der Kultivierung über-
sehen, denn im Rahmen einer Studie, in der Selektionsmedien sowie Inkubationszeiten von 
bis zu drei Wochen eingesetzt wurden, konnte das relativ häufige Vorkommen dieser Gruppe 
von Pilzen im Trinkwasserversorgungsnetz gezeigt werden (Göttlich et al. 2003). Außerdem 
kann darüber spekuliert werden, ob die enormen Probleme bei der phänotypischen Identifizie-
rung dieser pleoanamorphen Pilze (de Hoog et al. 1994) zu falschen Zuordnungen führte, und 
deshalb in Studien kaum über sie berichtet wird. In der vorliegenden Untersuchung, in der die 
Verbreitung schwarzer Hefen im Trinkwasserversorgungssystem erstmalig systematisch er-
fasst wurde, variierten die gefundenen Konzentrationen schwarzer Hefen meist zwischen 1-20 
KBE/L und seltenen Ausnahmen von >200 KBE/L. Verglichen mit der Studie von Göttlich et 
al. aus dem Jahr 2003, bei der nur in 7,5% aller analysierten Proben Pilze nachgewiesen wer-
den konnten, ist der Anteil der Proben in denen Pilze nachgewiesen wurden deutlich größer 
(z. B. 98% der Proben aus dem Rohrnetz). Diese Diskrepanz kommt vermutlich dadurch zu-
stande, dass dort nur ein Probevolumen von jeweils einem mL analysiert wurde (Göttlich et 
al. 2003), was in einer Nachweisgrenze von 1.000 KBE/L resultierte. In der vorliegenden Ar-
beit lag die Nachweisgrenze bei bis zu 1 KBE/L. Dabei waren beispielsweise 98% aller Pro-
ben, die an Hausanschlüssen von Adressen ohne Biofilmbildung genommen wurden (n=50, 
1L), mit Pilzen kontaminiert, in 96% dieser Proben wurden Schwärzepilzen nachgewiesen. 
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Diese Unterschiede lassen sich auf die verschiedenen angewendeten Isolationsmethoden zu-
rückführen. 
Göttlich et al. konnten zeigen, dass Phialophora- (heute: Cadophora) und Exophiala-Spezies 
regelmäßig im Trinkwasser, das aus Grundwasser gewonnen wurde, vorkommen und vermu-
ten eine permanente Besiedlung des Versorgungssystems mit diesen Genera besteht (Göttlich 
et al. 2003). Pilze können aber auch über Luftfilter (Göttlich et al. 2003, Sammon et al 2011), 
bei Wartungsarbeiten (Doggett 2000), über tierische Vektoren, wie Insekten oder kleine Ver-
tebraten, in oder an denen sie überleben können (Göttlich et al. 2003, Sammon et al. 2010, de 
Hoog et al. 2011b, Gunkel, Scheideler 2011) und über Korrosionsinhibitoren, wie in dieser 
Arbeit gezeigt werden konnte, in das Trinkwasserversorgungssystem eindringen, so dass im-
mer mit einem Eintrag von Pilzen in die Hausinstallation ausgegangen werden muss. Die bio-
filmbildende Spezies Exophiala lecanii-corni, die in den schwarzen Biofilmen dominant ist 
(Heinrichs et al. 2013a), aber nicht im Trinkwasser nachgewiesen werden konnte, erreicht die 
Auslaufarmaturen mit hoher Wahrscheinlichkeit auf retrogradem Weg (Abb.IV-1), ausgehend 
von Habitaten außerhalb des Verteilungssystems, wie kontaminierte Abflüssen oder Putzlap-
pen. 
 
 
IV.4.2 Medizinische Risikoabschätzung der gefundenen Pilzarten 
Die gesundheitliche Relevanz der Biofilme mit E. lecanii-corni als häufigster Spezies wurde 
bereits im Kapitel III Biofilmanalyse betrachtet. Zu den Spezies, die in den Biofilmen eher 
selten (Heinrichs et al. 2013a), in Proben aus dem Versorgungssystem aber häufiger auftraten, 
gehören Mitglieder des Genus Exophiala, die vorwiegend an niedrigere Wachstumstempera-
turen angepasst sind (de Hoog et al. 20011b), Cadophora malorum (Tosi et al. 2002) und 
Alternaria sp. (Heinrichs et al. 2013a). 
Die kürzlich beschriebene Spezies Exophiala equina kann Infektionen bei kaltblütigen Tieren 
und sehr selten auch oberflächliche und subkutane Mykosen beim Menschen auslösen (de 
Hoog et al. 2011b; Najafzadeh et al. 2013). Exophiala angulospora löst ebenfalls Infektionen 
bei kaltblütigen Tieren aus (Nyaoke et al. 2009). Das gilt auch für die Spezies Exophiala sal-
monis 1 gilt, die Infektionen bei Seefisch verursacht (Otis et al. 1985). Ökologie und Patho-
genität von Exophiala salmonis 2, die im Rahmen dieser Untersuchung häufiger aus Trink-
wasser isoliert wurde, sind bisher unbekannt. Exophiala mesophila 2 wurde aus Leitungen 
von Zahnarztstühlen isoliert (Porteous et al. 2003a, Porteous et al. 2003b). Infektionen des 
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Menschen durch E. mesophila 1 sind meistens oberflächlicher Natur (de Hoog et al. 2011a), 
wohingegen es für Sequevar 2 keine Informationen gibt. Cadophora malorum ist ein bekann-
tes Pflanzenpathogen, es gibt aber bisher keine Berichte über ernsthafte Infektionen des Men-
schen. Stämme der bisher nicht beschriebene Alternaria sp. zeigten bei 30°C kein Wachstum. 
Die Art kann deshalb als nicht pathogen gelten. Ochroconis-Arten kommen regelmäßig in 
Badezimmern vor (Lian, de Hoog 2010; Hamada, Abe 2009; Hamada, Abe 2010). Ochroco-
nis-Arten kommen regelmäßig in Badezimmern vor (Lian, de Hoog 2010; Hamada, Abe 
2009; Hamada, Abe 2010). Sie sind bekannte Fischpathogene (de Hoog et al. 2011a) und 
wurden im Rahmen dieser Studie erstmals in Trinkwasser nachgewiesen. Eine Ausnahme 
bildet O. gallopava, ein Erreger von Hirninfektionen bei Vögeln, der in der vorliegenden Un-
tersuchung nicht nachgewiesen wurde. Da das Konzept dieses Genus nur unzureichend defi-
niert ist, und es insbesondere in der prämolekularen Ära ernsthafte Probleme bei der korrekten 
Speziesidentifizierung gab, gibt es bisher keine belastbaren Daten zum Pathogenen Potential. 
Pyrenochaeta unguis-honinis wurde bereits aus Nasszellen isoliert (Lian, de Hoog 2010), war 
vorher allerdings ausschließlich von menschlichen Haut- und Nagelinfektionen bekannt 
(Saunte et al. 2011). Phialophora europaea und Rhinocladiella similis wurden sowohl in 
Nasszellen als auch in klinischen Proben nachgewiesen (Lian, de Hoog 2010). Cladosporium 
halotolerans ist in Badezimmern sehr häufig (Lian, de Hoog 2010), eine klinische Bedeutung 
konnte aber bislang nicht gezeigt werden. 
Zusammenfassend kann das pathogene Potential der im Trinkwasser nachgewiesenen Pilzspe-
zies als vernachlässigbar betrachtet werden. Im ungünstigsten Fall könnten oberflächliche 
Mykosen bei bereits vorgeschädigter Haut entstehen. Obwohl es bei einigen der gefundenen 
Spezies bisher noch an Informationen bezüglich ihres pathogenen Potentials mangelt, gibt es 
in den industrialisierten Staaten keine Anzeichen für erhöhte Infektions- oder Erkrankungsra-
ten, die auf dunkel pigmentierte Hyphomyzeten zurückgehen (de Hoog et al. 2011a). Den-
noch sollte das Auftreten von schwarzen Pilzen in sanitären Einrichtungen, insbesondere 
wenn Gesundheitseinrichtungen mit einer großen Besucherzahl von immunsupprimierten Pa-
tienten betroffen sind, im Hinblick auf die Hygiene kritisch beobachtet werden. Daher sollten 
Maßnahmen zur Vermeidung und zur Bekämpfung der schwarzen Biofilme entwickelt wer-
den, wobei die Informationen aus dieser Untersuchung als wertvolle und hilfreiche Grundlage 
dienen können. 
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V EINFLUSS VON PHOSPHATKONZETRATION UND 
KOHLENSTOFFQUELLE AUF DAS WACHSTUM DER BIO-
FILMBILDENDEN PILZARTEN 
 
V.1 Einleitung 
 
V.1.1 Phosphateinfluss 
Gegenstand dieses Kapitels sind Untersuchungen zu den Randbedingungen, die das massen-
hafte Wachstum schwarzer Hefen an Trinkwasserzapfstellen zu begünstigen vermögen. Dabei 
handelt es sich in erster Linie um die in diesem Habitat für die Mikroorganismen verfügbaren 
Nährstoffe. Schwarze Hefen sind, als Vertreter der Pilze, heterotrophe Mikroorganismen, die 
sowohl zur Energiegewinnung als auch für ihren Baustoffwechsel (C-Quelle) auf das Vor-
kommen energiereicher, organischer Verbindungen in ihrem Lebensraum angewiesen sind. 
Neben ausreichend Feuchtigkeit sind auch mineralische Komponenten, wie Phosphorverbin-
dungen, für ihre Entwicklung essentiell. 
Ein wichtiger Faktor für die Massenentwicklung der schwarzen Hefen an den Auslaufarmatu-
ren ist der Phosphateintrag in das Trinkwasser, der durch die Dosierung von Korrosionsinhibi-
toren auf Phosphatbasis zu Stande kommt. Phosphatiert wird häufig in Versorgungsgebieten 
sehr kalkhaltigem Wasser entweder zentral ab Wasserwerk, durch den jeweiligen Wasserver-
sorger, oder aber dezentral mittels Dosieranlage im jeweiligen Wohnhaus. Allein entlang der 
Rheinschiene wurde nach einer Umfrage aus dem Jahr 1998 (Furrer et al. 2000) dem Trink-
wasser in ca. 8% aller Wasserwerke Phosphat als Korrosionsinhibitor zugesetzt. 
Der Zusammenhang zur vermehrten Bildung von schwarzen Biofilmen an den Auslaufarma-
turen erschließt sich daraus, dass die bekannt gewordenen und untersuchten Fälle ausschließ-
lich in Versorgungsgebieten mit zentraler Phosphatdosierung lokalisiert wurden oder in Ge-
bäuden mit einer eigenen, dezentralen Phosphatdosierung auftraten (Wricke et al. 2011). 
So zeigt auch die Auswertung aller im Rahmen dieser Untersuchung bis 2012 bekannt gewor-
denen Kundenbeschwerden über schwarze Biofilme einen deutlichen Zusammenhang mit 
dem Einsatz von Phosphaten zur Vermeidung von Korrosionsschäden in Rohrleitungen. Nur 
acht von 72 Fällen lagen in Gebieten ohne zentrale Phosphatdosierung und bei nur einem ein-
zigen Fall wurde zum Zeitpunkt der Messung kein Phosphat im Trinkwasser nachgewiesen 
(Tab.V-1).  
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Tabelle V-1: Phosphatkonzentration im Trinkwasser an allen bekannten Zapfstellen mit Biofilmbil-
dung in Versorgungsgebieten ohne zentralen Zusatz von Phosphaten 
lfd. Nr.  
Gesamtphosphat 
[mg/L] 
 
dezentraler Phosphat-
Zusatz 
     1  2,3  ja 
     2  1,5  ja 
     3  0,6  ja 
     4  5,9  ja 
     4  5,2  ja 
     6  < 0,05  ?* 
     7  6,6  ja 
     8  2,5 - 5,0  ja 
       * keine Angabe zur Phosphatdosierung, Phosphatkonzentration kann  
  Schwankungen unterliegen 
 
 
Das mikrobielle Wachstum in Trinkwasser kann unter bestimmten Bedingungen nicht durch 
organischen Kohlenstoff, sondern, wie in vielen Oberflächengewässern, durch Phosphat limi-
tiert sein (Miettinen et al. 1997; Lehtola et al. 2001; Lehtola et al. 2002a; Lehtola et al. 
2002b; Fang et al. 2010). Die Phosphatlimitierung ist im Falle einer Dosierung von Korrosi-
onsinhibitoren aber aufgehoben. Kommen zusätzlich zum Phosphat im primär kohlenstoffar-
mem Trinkwasser, wie es in den untersuchten Versorgungsgebieten vorliegt (< 0,4 mg/L total 
organic carbon, TOC), Kohlenstoffverbindungen, z. B. durch Kondensation volatiler, organi-
scher Verbindungen aus der Raumluft an den Auslaufarmaturen, in ausreichender Menge hin-
zu, kann es an diesen Stellen zu einer massenhaften Vermehrung von Mikroorganismen 
kommen. Aus diesem Grund ist die Bestimmung eines Schwellenwertes für Phosphat, unter 
dem das massenhafte Wachstum der biofilmbildenden Pilzspezies nicht begünstigt wird, eine 
wichtige Grundlage für Handlungsempfehlungen bezüglich einer möglichen Reduzierung der 
zur Vorbeugung vor Korrosion eingesetzten Phosphat-Konzentrationen. 
 
 
V.1.2 Einfluss des organischen Kohlenstoffs 
Da die schwarzen Hefen auch im Falle einer zentralen Phosphatdosierung nur in Einzelfällen 
und nicht flächendeckend auftreten, muss davon ausgegangen werden, dass nur ein ungünsti-
ges Zusammenspiel von verschiedenen Einflussgrößen zu dem unerwünschten Massenauftre-
ten führt. Selbst in baugleichen Wohnungen eines Wohnhauses wiesen nur einzelne Einheiten 
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- und dort mitunter nur einzelne Armaturen - schwarze Biofilme auf. Die massenhafte Ent-
wicklung schwarzer Hefen konnte also nicht allein auf Eigenschaften bzw. Inhaltsstoffe 
(Phosphatkonzentration) des angelieferten Trinkwassers zurückgeführt werden. Vielmehr war 
es nötig, auch die Bedingungen in der Hausinstallation und an den Auslaufarmaturen bei der 
Suche nach wachstumsbegünstigenden Faktoren zu berücksichtigen. Hier war vor allem der 
Kohlenstoffeintrag als wesentliche Einflussgröße von Relevanz. 
In der Regel sind im Trinkwasser organische Nährstoffe nur in sehr geringem Maße zu finden. 
Gerade aus Grundwasser gewonnenes Trinkwasser weist dabei meist einen geringeren Gehalt 
organischen Kohlenstoffs als solches auf, das aus Oberflächenwasser gewonnen wurde 
(Miettinen et al. 1997). Das gilt auch für das aus angereichertem Grundwasser und Grund-
wasser gewonnene Trinkwasser der untersuchten Versorgungsgebiete mit einem TOC (total 
organic carbon) von < 0,4 mg/L. 
Das angelieferte Trinkwasser selbst kann in Bezug auf das Kohlenstoffvorkommen zwar als 
oligotroph bezeichnet werden, das gilt jedoch nicht für den „Lebensraum Auslaufarmatur“ in 
Badezimmern und Küchen. So können organische Kohlenstoffverbindungen, wie z. B. 
Weichmacher aus Kunststoffleitungen gelöst und so permanent mit dem Wasser angeliefert 
werden (van der Kooij et al. 1982; Colbourne 1985; Szewzyk et al. 2000). Tabelle V-2 zeigt 
in diesem Zusammenhang, dass das Installationsmaterial bei der Bildung der schwarzen Bio-
filme vermutlich allerdings keine Rolle spielt. 
 
Tabelle V-2: Installationsmaterial bei 18 Beschwerdefällen von 2008-2010, bei denen Informationen 
hierzu vorlagen 
lfd. Nummer  Installationsmaterial 
1  Kupfer 
2  Kupfer, Edelstahl 
3  Kupfer 
4  Kupfer 
5  Kunststoff 
6  Kupfer, Polyethylen 
7  Edelstahl 
8  Polyethylen 
9  Kupfer, Kunststoff 
10  Kupfer 
11  verzinkter Stahl 
12  Kupfer 
13  Kupfer 
14  verzinkter Stahl 
15  Kupfer 
16  verzinkter Stahl 
17  verzinkter Stahl 
18  Kupfer 
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Eine weitere Quelle für organische Verbindungen könnten flüchtige Bestandteile von in Bad 
und Küche häufig eingesetzten Reinigungs- und Desinfektionsmitteln auf organischer Basis 
(z.B. Essigsäure, Alkohole) oder auch Bestandteile von Kosmetika oder Raumluftsprays sein, 
die an den kalten Oberflächen der Auslaufarmaturen aus der Raumluft kondensieren und dort 
durch die in den Biofilmen lebenden Mikroorganismen genutzt werden. Dieser Effekt wurde 
für das Bakterium Pseudomonas aeruginosa in Bezug auf Ethanol und 2-Propanol beschrie-
ben (Poynter, Mead 1964). 
Schwarze Hefen sind fakultativ oligotroph und vermögen in extrem nährstoffarmen Habitaten 
zu überleben. Dazu tragen auch ihre bemerkenswerten Stoffwechselleistungen bei. Die Ver-
wertung zum Teil auch aromatischer Substrate wie Styrol oder Toluol als einziger Energie- 
und Kohlenstoffquelle wurde für einige Spezies, wie Cladophialophora psammophila, Exo-
phiala lecanii-corni, E. oligosperma, E. sideris und E. xenobiotica beschrieben (Cox et al. 
1996; Prenafeta-Boldú et al. 2001; Woertz et al. 2001; Estévez et al. 2005b; de Hoog et al. 
2006; Zhao et al. 2010; Badali et al. 2011; Seyedmousavi et al. 2011). In diesem Zusammen-
hang konnte gezeigt werden, dass Exophiala lecanii-corni mit der häufig zum Entkalken ein-
gesetzten Essigsäure als einziger Energie- und Kohlenstoffquelle doppelt so schnell wächst, 
wie die Bierhefe Saccharomyces cerevisiae (Pirnie-Fisker, Woertz 2006). Diese Eigenschaf-
ten lassen schwarze Hefen, und besonders E. lecanii-corni, als prädestiniert für die Besied-
lung von Auslaufarmaturen und die Nutzung der dort vorkommenden organischen Verbin-
dungen erscheinen. 
Um orientierend die Nutzung von alternativen, flüchtigen Kohlenstoffquellen aufzuzeigen, 
wurden laser-nephelometrisch Wachstumskinetiken mit dem Hauptverursacher der schwarzen 
Biofilme, der schwarzen Hefe Exophiala lecanii-corni, ermittelt. 
 
 
V.1.3 Methode – Laser-Nephelometrie 
Zur schnellen Erfassung förderlicher oder hemmender Effekte von Substanzen auf Mikroor-
ganismen bietet sich grundsätzlich die Ermittlung von Wachstumskinetiken an, an denen sich 
potentielle Effekte gut ablesen lassen. Wachstumskinetiken sind bei entsprechend hohen 
Durchsatzraten anhand von z.B. Trockengewicht oder Koloniedurchmesser allerdings viel 
zeit- und arbeitsintensiver zu ermitteln als durch turbidimetrische Verfahren, wie Photometrie 
oder Nephelometrie, bei denen jeweils auf verschiedene Weise die Trübung von Mikroorga-
nismensuspensionen ermittelt wird. Während bei der Photometrie die Abschwächung eines 
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Lichtstrahls beim Durchgang durch eine Mikroorganismensuspension bestimmt wird (Extink-
tion), wird bei der Nephelometrie der Anteil des Lichts erfasst, der durch die in der Suspensi-
on vorhandenen Partikel gestreut wird. 
Die Schwierigkeit bei der spektrophotometrischen Messung von Suspensionen mit filamentös 
wachsenden Pilzen liegt darin, dass diese nicht, wie unizelluläre Organismen, homogen in der 
Suspension verteilt vorliegen, sondern Myzel ausbilden und sich zu Aggregaten zusammenla-
gern, was die Genauigkeit der Messung stark beeinträchtigt. 
Die Laser-Nephelometrie dagegen nutzt die Menge gestreuten Lichts, die beim Durchgang 
eines Laserstrahls durch eine Mikroorganismen-Suspension abgelenkt wird (Abb.V-1) und ist 
für solche Effekte weit weniger anfällig (Joubert et al. 2010). Die sich aus der Messung erge-
bende einheitslose Größe (NTU, nepehlometric turbidity units, im Folgenden nephelometri-
sche Einheiten genannt) ist direkt proportional zur Konzentration der Teilchen in der Suspen-
sion. Laser-nephelometrische Verfahren wurden erfolgreich in der Testung von Antimykotika 
an Candida-Spezies (Fouda et al. 2006; Seyfarth et al. 2008) und Malassezia-Spezies (Finger 
et al. 2012) angewendet. Die Eignung der Methode, auch für filamentöse Pilze, konnte eben-
falls gezeigt werden, wobei sie sich als genauer und weniger anfällig als photometrische Me-
thoden erwies (Joubert et al. 2010). 
 
 
Abbildung V-1: Messprinzip der Laser-Nephelometrie 
(A): Klares Medium streut wenig Licht und ergibt schwaches Signal. (B): Licht wird durch Partikel 
gestreut, ein stärkeres Signal resultiert (Angersbach et al. 2004). 
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V.2 Material und Methoden 
V.2.1 Phosphat 
Der Einfluss der Phosphatkonzentration auf das Wachstum der in den Biofilmen vorkommen-
den bzw. dominierenden Spezies wurde laser-nephelometrisch mittels eines Nephelostar Ga-
laxy (BMG-Labtech, Ortenberg, BRD) untersucht, das für den Einsatz von Mikroplatten kon-
zipiert ist und so einen hohen Durchsatz ermöglicht. 
Neben ortho-Phosphat wurde auch Hexametaphosphat (Sigma) untersucht, um gegebenenfalls 
Unterschiede in der Bioverfügbarkeit zwischen ortho- und Polyphosphat ausmachen zu kön-
nen. 
 
 
V.2.1.1 Stämme 
Die Auswahl der Stämme (Tab.V-3, siehe auch Kapitel VI Bekämpfung) erfolgte anhand ih-
res Vorkommens in den beobachteten Biofilmen und Badezimmern. Zusätzlich wurden Exo-
phiala dermatitidis als Typus-Spezies des Genus Exophiala und Candida albicans als be-
kannte opportunistische Spezies mit Vorkommen auch im Badezimmer in die Untersuchun-
gen mit einbezogen. 
 
Tabelle V-3: Analysierte Stämme 
Spezies  Stammnummer  Herkunft 
     
Alternaria sp.  R438  Trinkwasser 
Candida albicans  GHP 4107  Patient 
Cladosporium halotolerans  R360  Strahlregler 
Exophiala dermatitidis  GHP 195  Patient 
Exophiala equina  R543  Strahlregler 
Exophiala lecanii-corni  GHP 3335  WC-Spülkasten 
Fusarium oxysporum  R148  Strahlregler 
Ochroconis mirabilis  R100  Waschmaschine 
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V.2.1.2 Herstellung des Inokulums 
Zur Gewinnung von Inokulum wurden die Stämme bei Raumtemperatur für mindestens zwei 
Wochen auf Sabouraud 2% Glukose Agar (Bio-Rad) angezogen. Dann wurden vorhandene 
Sporen mit 10 mL 0,9% NaCl Lösung abgespült, einmal mit 0,9% NaCl-Lösung gewaschen, 
in der Bürker-Kammer (Brand, Wertheim, BRD) ausgezählt sowie die Konzentration der Sus-
pension auf 1,5x10
5
 pro mL eingestellt. Als Inokulum dienten jeweils 10 µL der Sporen-
Suspension, also etwa 1.500 Sporen pro Kavität. 
Alternaria sp. R428 und Ochroconis mirabilis R100 zeigten auf unterschiedlichen Medien 
keine Sporulation. Daher wurde hier nach dem Anziehen in etwa eine Impföse voll Biomasse 
in 10 mL 0,9% NaCl-Lösung suspendiert und anschließend drei mal 1 min im Ultra Turrax 
Tube Drive (IKA, Staufen, BRD) disruptiert. Dann wurde einmal mit 0,9% NaCl-Lösung ge-
waschen und die Probe für 10 min stehen gelassen. Als Inokulum dienten jeweils 10 µL des 
Überstandes. 
 
 
V.2.1.3 Medium 
Als phosphatfreies Basis-Medium wurde Yeast-Nitrogen-Broth mit Glukose als Kohlenstoff-
quelle benutzt (Zusammensetzung s. Tab.V-4). Um im Versuchsansatz die Bildung von Ag-
gregaten im Medium einzuschränken, wurde dem Medium das Detergens TWEEN 80
®
 (Sig-
ma) zugesetzt. 
 
Tabelle V-4: Zusammensetzung des bei der nephelometrischen Messung einge-
setzten Basis-Mediums 
Bestandteil  Menge  Bezugsquelle 
     
Yeast Nitrogen Base (YNB)  5,90 g  ForMedium
TM
, Norfolk, GB 
ohne P* und AS**     
     DL-Tryptophan  0,02 g  Sigma-Aldrich 
     DL-Histidin  0,02 g  Sigma-Aldrich 
     DL-Methionin  0,02 g  Sigma-Aldrich 
     KCl  0,55 g  Merck, Darmstadt, BRD 
     D(+)-Glukose-Monohydrat  4,40 g  Merck 
     TWEEN 80
®
  5 µL  Sigma-Aldrich 
     
A.dest.  1 L    
     *Phosphat, **Aminosäuren 
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Zwei Phosphat-Stammlösungen wurden mit NaH2PO4-1-Hydrat (ortho-Phosphat) und Hexa-
metaphosphat (96%) (poly-Phosphat) mit jeweils 3,2 g Phosphor pro 1 L A. dest. immer 
frisch hergestellt. Ausgehend von diesen Stammlösungen wurden die eingesetzten Verdün-
nungen (Tab.V-5) hergestellt. 
 
 
V.2.1.4 Ansatz - Nephelometer 
Nach Sterilfiltration wurden jeweils 200 µL der einzelnen Verdünnungen bzw. des Basis-
Mediums pro Kavität in eine 96-well Mikroplatte (CELLSTAR, Greiner Bio-One, Fricken-
hausen, BRD) überführt. Jede Konzentrationsstufe wurde vierfach getestet, bei E. lecanii-
corni achtfach (Pipettierschema s. Tab.V-5). 
 
Tabelle V-5: Pipettierschema – Leerwert, Kontrolle und Parallelansätze mit Phosphor 
Leerwert: Basismedium, Kontrolle: Basismedium mit Sporensuspension, Alle anderen: Ba-
sismedium mit Sporensuspension und Phosphor 
Parallelansätze n Inokulum 
Leerwert 8 nein 
Kontrolle 8 
ja 
Phosphor [mg/L]  
4/8* 
0 
0 
16 
8 
4 
2 
1 
0,5 
0,25 
0,13 
0,06 
0,03 
* bei E. lecanii-corni: 8 Parallelen 
 
Mit Ausnahme des Leerwert Achtfach-Ansatzes wurde in alle Kavitäten 10 µL Sporensuspen-
sion pipettiert (Tab.V-5). Um Verdunstungsverlusten vorzubeugen, wurde die Mikroplatte mit 
Safeview Folie (Greiner Bio-One, Solingen, BRD) verschlossen. Anschließend wurde mit 
einer sterilen 20G Kanüle (B. Braun AG, Melsungen, BRD) pro Kavität jeweils ein Loch in 
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die Folie gestochen, um die Versorgung mit Sauerstoff zu gewährleisten. Die so vorbereitete 
Mikroplatte wurde im Nephelometer mit folgenden Einstellungen gemessen: 
 
Temperatur:   30°C 
Anzahl der Messzyklen: 72 
Länge jedes Messzyklus: 3.600 sek 
Schütteln:   300 sek zu Beginn jedes Messzyklus mit maximaler Frequenz 
Laser (635 nm):   Gain: 50, Value: 50, Laser Beam Focus: 2,00 
 
Bei Alternaria sp. R438 wurde die Temperatur auf 25°C eingestellt, da bei 30°C kein Wachs-
tum detektierbar war. Ochroconis mirabilis R100 zeigte ein verzögertes Wachstum, so dass 
die Anzahl der Messzyklen auf 138 erhöht wurde. Candida albicans GHP 4107 wies ein deut-
lich schnelleres Wachstum auf, als die hier verwendeten Schwärzepilze. Die Anzahl der 
Messzyklen wurde deshalb auf 48 verringert. 
 
 
V.2.1.5 Datenverarbeitung und Darstellung 
Mittelwerte und Standardabweichungen der Messwerte der jeweiligen Parallelen wurden mit-
tels „MARS Data Analysis Software“ (BMG Labtech) bestimmt. Mittels Excel 2010 (Micro-
soft, Redmond, USA) wurden aus diesen Daten Kurven-Diagramme erstellt. Der Übersicht-
lichkeit halber wurden nur die Konzentrationen 4, 1, 0,25 und 0,06 mg/L P dargestellt. Bei 
Konzentrationen über 4 mg/L Phosphor konnte mit Ausnahme von Candida albicans GHP 
4107 und Exophiala dermatitidis GHP 195 (jeweils nur poly-Phosphat) bei keinem der ande-
ren getesteten Stämme eine weitere Steigerung des Wachstums beobachtet werden. 
 
 
V.2.2 Kohlenstoff-Quelle 
Zur Ermittlung des Wachstums auf leicht zugänglichen Kohlenstoffquellen wurden ebenfalls 
nephelometrische Messungen durchgeführt. 
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V.2.2.1 Stamm und Kohlenstoffquellen 
Orientierend wurden, neben Glukose, die in Badezimmern und Feuchträumen häufig einge-
setzten Reinigungs- bzw. Entkalkungsmittel Ethanol und Essigsäure getestet. 
Als Teststamm wurde Exophiala lecanii-corni GHP 3335 verwendet, der aus einem schwar-
zen Biofilm einer betroffenen Auslaufarmatur stammt. 
 
 
V.2.2.2 Gewinnung des Inokulums 
Die Gewinnung des Inokulums erfolgte, wie unter V.2.1.2 beschrieben. 
 
 
V.2.2.3 Medien 
Die Zusammensetzung des verwendeten kohlenstofffreien Basismediums gibt Tabelle V-6 
wieder: 
 
 
Tabelle V-6: Kohlenstoffquelle, Zusammensetzung des verwendeten Testmediums 
Bestandteil  Menge  Bezugsquelle 
     
Yeast Nitrogen Base (YNB)  5,90 g  Formedium
TM
, Norfolk, GB 
ohne P* und AS**     
     
DL-Tryptophan  0,02 g  Sigma-Aldrich,  
     DL-Histidin  0,02 g  Sigma-Aldrich 
     DL-Methionin  0,02 g  Sigma-Aldrich 
     KCl  0,55 g  Merck 
     NaH2PO4  0,014g  Sigma-Aldrich 
     TWEEN 80  5 µL  Sigma-Aldrich 
     
A.dest.  1 L    
     *Phosphat, **Aminosäuren 
 
Das Medium wurde mit Natriumdihydrogenphosphat (Sigma) nachträglich auf einen Phos-
phatgehalt von 10 mg/L Phosphor eingestellt. Als Kohlenstoffquellen wurden Glukose, Essig-
säure und Ethanol (alle Merck) eingesetzt. 
  
 V WACHSTUMSBEDINGUNGEN 
 
113 
V.2.2.4 Ansatz – Nephelometrie 
Mit dem Basismedium wurden zunächst je 10 mL der drei Ausgangskonzentrationen herge-
stellt, die dann jeweils zweimal 1:1 verdünnt wurden. Die eingesetzten Konzentrationen sind 
in Tabelle V-7 dargestellt. 
 
Tabelle V-7: Getestete Kohlenstoffquellen 
C-Quellen  Anteil pro 10 mL  Anteil in % 
       
Verdünnung    Basismedium 1:1 1:1 
       
Glukose  0,02 g  0,20 0,10 0,05 
       
Essigsäure  1 µL  0,01 0,005 0,0025 
       
Ethanol  20 µL  0,20 0,10 0,05 
       
 
 
Unmittelbar vor Verwendung wurden die Lösungen steril filtriert. Dazu wurden je 200 µL des 
Basismediums bzw. der Versuchslösung in die Kavitäten einer 96-well Mikroplatte mit fla-
chem Boden (CELLSTAR, F-type, Greiner Bio-One, Solingen, BRD) pipettiert. Jede Kon-
zentration sowie Leerwert und Kontrolle wurden pro analysierten Stamm achtfach getestet. 
Die weitere Durchführung entsprach dem unter V.2.1.4 und V.2.1.5 beschriebenen Vorgehen. 
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V.3 Ergebnisse 
V.3.1 Phosphatabhängiges Wachstum 
Die Abbildungen V-2 - V-9 zeigen die Ergebnisse der nephelometrischen Messungen, wobei 
pro Stamm jeweils eine Wachstumskinetik mit ortho-Phosphat (A) und eine Wachstumskine-
tik mit poly-Phosphat (B) dargestellt ist. Die Fehlerbalken geben dabei die Standardabwei-
chungen an. 
Nicht bei allen getesteten Stämmen wurde innerhalb des jeweiligen Testzeitraums die Pla-
teauphase des Wachstums erreicht. Dennoch ist deutlich der Einfluss der Phosphatkonzentra-
tion erkennbar.  
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Abbildung V-2: Vergleichende Wachstumskinetik mit unterschiedlichen 
Phosphat-Konzentrationen in mg/L Phosphor, Alternaria sp., Stamm R438, 
nephelometrische Messung, 72 h, 25°C, vierfach, YNB; (A) ortho-Phosphat, 
(B) poly-Phosphat 
 
 
Abbildung V-3: Vergleichende Wachstumskinetik mit unterschiedlichen 
Phosphat-Konzentrationen in mg/L Phosphor, Candida albicans., Stamm 
GHP 4107, nephelometrische Messung, 72 h, 30°C, vierfach, YNB; (A) 
ortho-Phosphat, (B) poly-Phosphat; Bei 8mg/L und 16 mg/L wurde ein 
Wachstum von jeweils etwa 4.000 nephelometrischen Einheiten erreicht. 
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Abbildung V-4: Vergleichende Wachstumskinetik mit unterschiedlichen 
Phosphat-Konzentrationen in mg/L Phosphor, Cladosporium halotolerans, 
Stamm R360, nephelometrische Messung, 72 h, 30°C, vierfach, YNB; (A) 
ortho-Phosphat, (B) poly-Phosphat 
 
Abbildung V-5: Vergleichende Wachstumskinetik mit unterschiedlichen 
Phosphat-Konzentrationen in mg/L Phosphor, Exophiala dermatitidis, 
Stamm GHP 195, nephelometrische Messung, 72 h, 30°C, vierfach, YNB; 
(A) ortho-Phosphat, (B) poly-Phosphat; Bei 8mg/L und 16 mg/L wurde ein 
Wachstum von jeweils etwa 3.250 nephelometrischen Einheiten erreicht. 
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
n
e
p
h
e
lo
m
e
tr
is
ch
e
 E
in
h
e
it
e
n
 
Inkubationszeit [h] 
Kontrolle
4 mg/L
1 mg/L
0,25 mg/L
0,06 mg/L
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
n
e
p
h
e
lo
m
e
tr
is
ch
e
 E
in
h
e
it
e
n
 
Inkubationszeit [h] 
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
n
e
p
h
e
lo
m
e
tr
is
ch
e
 E
in
h
e
it
e
n
 
Inkubationszeit [h] 
Kontrolle
4 mg/L
1 mg/L
0,25 mg/L
0,06 mg/L
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
n
e
p
h
e
lo
m
e
tr
is
ch
e
 E
in
h
e
it
e
n
 
Inkubationszeit [h] 
Kontrolle
4 mg/L
1 mg/L
0,25 mg/L
0,06 mg/L
ortho-Phosphat 
in Phosphor 
poly-Phosphat 
in Phosphor 
A 
B 
ortho-Phosphat 
in Phosphor 
A 
B 
poly-Phosphat 
in Phosphor 
 V WACHSTUMSBEDINGUNGEN 
 
     117 
 
 
Abbildung V-6: Vergleichende Wachstumskinetik mit unterschiedlichen 
Phosphat-Konzentrationen in mg/L Phosphor, Exophiala equina, Stamm 
R543, nephelometrische Messung, 72 h, 30°C, vierfach, YNB; (A) ortho-
Phosphat, (B) poly-Phosphat 
 
 
 
Abbildung V-7: Vergleichende Wachstumskinetik mit unterschiedlichen 
Phosphat-Konzentrationen in mg/L Phosphor, Exophiala lecanii-corni, 
Stamm GHP 3335, nephelometrische Messung, 72 h, 30°C, achtfach, YNB; 
(A) ortho-Phosphat, (B) poly-Phosphat 
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Abbildung V-8: Vergleichende Wachstumskinetik mit unterschiedlichen 
Phosphat-Konzentrationen in mg/L Phosphor, Fusarium oxysporum, Stamm 
R148, nephelometrische Messung, 72 h, 30°C, vierfach, YNB; (A) ortho-
Phosphat, (B) poly-Phosphat 
 
 
Abbildung V-9: Vergleichende Wachstumskinetik mit unterschiedlichen 
Phosphat-Konzentrationen in mg/L Phosphor, Ochroconis mirabilis, Stamm 
R100, nephelometrische Messung, 138 h, 30°C, vierfach, YNB; (A) ortho-
Phosphat, (B) poly-Phosphat 
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Der Phosphatbedarf schwankt zwischen den Spezies (Tab.V-8). So benötigen C. albicans 
GHP 4107, E. dermatitidis GHP 195 und E. equina R543 deutlich mehr Phosphat (je 4 mg P / 
L ortho-Phosphat und poly-Phosphat), um maximales Wachstum zu erreichen, als Alternaria 
sp. R438, C. halotolerans R360, E. lecanii-corni GHP 3335, F. oxysporum R148 und O. mi-
rabilis R100 (0,50–1,00 mg P / L ortho-Phosphat und 1 mg P / L poly-Phosphat).  
 
Tabelle V-8: Maximale Phosphat-Konzentration ohne Wachstumsförderung, minimale Konzentration 
mit Wachstumseffekt*, minimale Konzentration mit maximalem Wachstum, ortho-Phosphat und poly-
Phosphat in mg P / L 
  
max. Konz. ohne Effekt 
 
min. Konz. min. Effekt 
 
min. Konz. max. Effekt 
Stamm 
 
ortho-P   poly-P 
 
ortho-P 
 
poly-P 
 
ortho-P   poly-P 
  
      
     
    
 
Alternaria sp. R438 
 
0,13   0,50 
 
0,25 
 
1,00 
 
1,00   4,00 
  
      
     
    
 
C. albicans GHP 4107 
 
0,13   0,50 
 
0,25 
 
1,00 
 
4,00   8,00 
  
      
     
    
 
C. halotolerans R340 
 
0,06   0,13 
 
0,13 
 
0,25 
 
0,50   1,00 
  
      
     
    
 
E. dermatitidis GHP 195 
 
1,00   1,00 
 
2,00 
 
2,00 
 
4,00   8,00 
  
      
     
    
 
E. equina R543 
 
1,00   2,00** 
 
2,00 
 
4,00** 
 
4,00   16,00** 
  
      
     
    
 
E. lecanii-corni GHP 3335 
 
0,13   0,13 
 
0,25 
 
0,25 
 
0,50   1,00 
  
      
     
    
 
F. oxysporum R148 
 
0,03   0,03 
 
0,06 
 
0,06 
 
0,50   1,00 
  
      
     
    
 
O. mirabilis R100 
 
0,06   0,06 
 
0,13 
 
0,13 
 
1,00   1,00 
                        
 
*Kriterium: >500 nephelometrische Einheiten Abweichung zur jeweiligen Kontrolle (Plateau) 
**Die Werte stellen nur Anhaltspunkte dar, da im Ansatz das Wachstum stark verzögert war. 
 
 
Der Schwellenwert für eine Förderung des Wachstums (>500 nephelometrische Einheiten 
Abweichung gegenüber dem Plateau der Kontrollkurve) liegt für E .lecanii-corni bei 0,25 
mg/L Phosphor (P) ortho-Phosphat, was etwa 0,75 mg PO4
3-
 / L entspricht. Maximales 
Wachstum wurde aber erst bei 0,5 mg P / L ortho-Phosphat (ca. 1,5 mg PO4
3- 
/ L) beobachtet. 
Während für einige der getesteten Spezies die wachstumsfördernden Phosphat-
Konzentrationen in einem ähnlich niedrigen Bereich liegen, sind diese bei E. dermatitidis und 
E. equina deutlich größer (je 2,00 mg P / L ortho-Phosphat und 2,00 bzw. 4,00 mg P / L poly-
Phosphat). 
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Zu beachten ist, dass E. equina im Ansatz mit poly-Phosphat ein stark verzögertes Wachstum 
zeigte, und die erhaltenen Werte deshalb nur bedingt vergleichbar sind. 
Insgesamt betrachtet wird für gleiches Wachstum nur geringfügig mehr poly-Phosphat als 
ortho-Phosphat benötigt. Die Unterschiede liegen mitunter aber im Bereich der Standardab-
weichung, so dass keine eindeutige Aussage zu einer schlechteren Bioverfügbarkeit des poly-
Phosphats gemacht werden kann. 
 
 
V.3.2 Kohlenstoffquelle 
Die Abbildungen V-10 – V-12 zeigen die Ergebnisse des Versuchs zur Verwertbarkeit von 
Kohlenstoffquellen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. 
 
 
 
Abbildung V-10: Vergleichende Wachstumskinetik mit unterschiedlichen Glukose-Konzentrationen, 
Exophiala lecanii-corni Stamm GHP 3335, nephelometrische Messung, 72 h, YNB mit 10 mg/L Phos-
phor, 30°C, achtfach 
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Abbildung V-11: Vergleichende Wachstumskinetik mit unterschiedlichen Ethanol-Konzentrationen, 
Exophiala lecanii-corni Stamm GHP 3335, nephelometrische Messung über 72 Stunden, YNB mit 10 
mg/L Phosphor, 30°C, achtfach 
 
 
 
Abbildung V-12: Vergleichende Wachstumskinetik mit unterschiedlichen Essigsäure-
Konzentrationen, Exophiala lecanii-corni Stamm GHP 3335, nephelometrische Messung über 72 
Stunden, YNB mit 10 mg/L Phosphor, 30°C, achtfach 
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Die aufgenommenen Wachstumskurven erreichen innerhalb der Inkubationszeit nicht alle ein 
Plateau, dennoch sind Effekte gut zu beobachten. Die Wachstumskurve, die aus einer Gluko-
se-Konzentration von 0,05% im Medium resultiert (Abb.V-10), erreicht ihren höchsten Wert 
nach 45 h bei etwa 1.500 nephelometrischen Einheiten. Bei einer Konzentration von 0,1% 
Glukose im Medium wird nach 60 h ein Plateau bei etwa 2.300 nephelometrischen Einheiten 
erreicht. Bei einer Glukose-Konzentration von 0,2% im Medium ist ein maximales Wachstum 
nach 72 h bei einem Wert von etwa 3.000 nephelometrischen Einheiten zu verzeichnen, ohne 
dass ein Plateau erreicht wird. Eine Ethanol-Konzentration von 0,2% im Medium führt unter 
den Versuchsbedingungen zu einer deutlichen Wachstumshemmung (Abb.V-11). Geringere 
Konzentration von 0,1% und 0,05% Ethanol im Testmedium führen aber zu deutlichem 
Wachstum, das bei 0,05% sogar geringfügig stärker ausfällt (1.500 bzw. 1.800 nephelometri-
sche Einheiten). 
Essigsäure weist bei Konzentrationen von 0,01% und 0,005% eine stark hemmende Wirkung 
auf das Wachstum von E. lecanii-corni auf. Bei geringeren Konzentrationen kann Essigsäure 
aber als Kohlenstoffquelle genutzt werden. So erreicht E. lecanii-corni bei einer Konzentrati-
on von 0,0025% im Vergleich zum Ansatz mit 0,2% Glukose halbmaximales Wachstum mit 
etwa 1.600 nephelometrischen Einheiten (Abb.V-12). 
In den Kontrollen werden relativ hohe Werte von ca. 700 nephelometrischen Einheiten er-
reicht. Das ist möglicherweise auf den Einsatz des Detergens TWEEN 80
®
, das ein Aggregie-
ren der einzelnen Zellen verhindern soll, zurückzuführen, da es auch eine potentielle Kohlen-
stoffquelle darstellt.  
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V.4 Diskussion 
 
V.4.1 Methode 
Laser-nephelometrische Verfahren werden seit Langem zur Konzentrationsbestimmung von 
Proteinen (Deaton et al. 1976; Isaacs et al. 1983) und zur Löslichkeitsbestimmung medizini-
scher Wirkstoffe (Bevan 2000) eingesetzt. Relativ neu ist ihre Verwendung zur Aufnahme 
mikrobieller Wachstumskinetiken in Mikroplatten. Dabei wurde bereits erfolgreich die 
Hemmwirkung von Antimykotika auf Hefen der Gattungen Candida und Malassezia (Fouda 
et al. 2006; Seyfarth et al. 2008; Finger et al. 2012) untersucht. Bei der Adaption der Methode 
an filamentös wachsende Aspergillus- und Alternaria-Spezies wurde gegenüber spektropho-
tometrischen Verfahren eine größere Genauigkeit sowie eine geringfügigere Anfälligkeit für 
Fehler, die aus der Bildung von Aggregaten im Medium beruhen, festgestellt (Joubert et al. 
2010). Letztere ist allerdings auf die Bildung relativ kleiner Aggregate beschränkt. Der Bil-
dung größerer Aggregate wurde in der vorliegenden Studie durch die Zugabe von TWEEN 
80
®
 verhindert (Abb. V-13). 
 
 
Abbildung V-13: Bildung von Myzel-Aggregaten in Mikroplattenkavitäten 
E. lecanii-corni, 0,2 x Sabouraud 2% Glukose Bouillon, 30°C, 5d; (A, B): Bildung großer Aggregate, die 
eine sinnvolle Messung verhindern; (C, D) Medium mit TWEEN 80
®
: kaum Bildung von Aggregaten; 
Maßstabsbalken: 5 mm 
 
5 mm 
 V WACHSTUMSBEDINGUNGEN 
 
122 
Diese Maßnahme stellt bei der Ermittlung der Verwertbarkeit unterschiedlicher Kohlenstoff-
quellen sicherlich einen Kompromiss dar, da das Detergens möglicherweise selbst als Koh-
lenstoffquelle fungieren kann, beziehungsweise die Abbaugeschwindigkeit anderer Kohlen-
stoffquellen beeinflusst (Woertz, Kinney 2004). 
Insgesamt betrachtet, wurden im Rahmen dieser Studie in den meisten Fällen Wachstumskur-
ven erhalten, die bezüglich der wachstumsfördernden Wirkung von Phosphat und verschiede-
nen Kohlenstoffquellen belastbare Aussagen zulassen. 
Die laser-nephelometrische Bestimmung von Wachstumskinetiken in Mikroplatten (Fouda et 
al. 2006; Seyfarth et al. 2008; Finger et al. 2012) stellt bei filamentös wachsenden Pilzen 
(Joubert et al. 2010) eine vielversprechende Alternative im Vergleich zu spektrophotometri-
schen Verfahren dar, die durch ihre potentiell sehr hohen Durchsatzraten auch für aufwendige 
Screenings und Testszenarien, beispielweise aus der Toxikologie oder Ökotoxikologie, geeig-
net ist. Eine Methode, die gänzlich ohne optische Elemente auskommt, und damit völlig un-
abhängig von der Verteilung von Partikeln in Mikroorganismensuspensionen ist, stellt die 
Kalometrie dar. In Form der Chip-Kalometrie wurde sie schon für das elegante Echtzeit-
Monitoring der Aktivität bakterieller Biofilme eingesetzt (Buchholz et al. 2010, Mariana et al. 
2013) und würde sich auch für das Monitoring der Aktivität der schwarzen Biofilme sehr gut 
eignen. 
 
 
V.4.2 Phosphat 
Das mikrobielle Wachstum im Trinkwasser wird oft durch die Verfügbarkeit assimilierbaren 
Kohlenstoffs limitiert (Le Chavellier et al. 1991; van der Kooij 1992). Unter besonderen Be-
dingungen, wie z B. bei einigen aus Oberflächengewässern gewonnenen Trinkwässern, kann 
die Kohlenstoffbelastung auch so groß sein, dass andere essentielle Nährstoffe, wie vor allem 
Phosphat (Lethola et al. 2001, Keinanen et al. 2002), wachstumslimitierend werden. Schon 
kleine Veränderungen der Phosphatkonzentrationen können unter diesen Bedingungen große 
Auswirkungen auf das mikrobielle Wachstum haben (Lehtola et al. 2002a). In den untersuch-
ten Versorgungsgebieten mit einem TOC (total organic carbon) von < 0,4 mg/L ist davon 
auszugehen, dass die Kohlenstoffquelle der schwarzen Biofilme aber nicht im Trinkwasser zu 
suchen ist, sondern in Form volatiler organischer Stoffe, die insbesondere im Badezimmerbe-
reich in höherer Konzentration vorhanden sein können (z. B. durch Duftstoffe, Kosmetika, 
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Reinigungsmittel...) vorliegt (Poynter, Mead, 1964). Damit herrschen an den Auslaufarmatu-
ren, zumindest zeitweise, phosphatlimitierte Bedingungen vor. 
Die Ergebnisse aus diesem Teil der Untersuchung zeigen klar, dass Phosphat bei ausreichen-
der Versorgung mit Kohlenstoff und Stickstoff, der wachstumsbegrenzende Faktor, der in 
Biofilmen und Trinkwasser nachgewiesenen Pilzstämmen, sein kann. Ohne den Zusatz von 
Phosphat findet, unabhängig von der getesteten Spezies, kein nennenswertes Wachstum statt. 
Wichtig ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass die Schwelle für eine verstärktes 
Wachstum bei den laser-nephelometrisch untersuchen Pilzspezies, im Gegensatz zu Untersu-
chungen, die bei bakteriellen Biofilmen deutliche Wachstumseffekte schon bei Konzentratio-
nen von 1 µg/L PO4
3-
 feststellen konnten (Lehtola et al. 2002a), um in etwa einen Faktor 
1.000 größer ist, also im Bereich von 1 mg/L Phosphat liegt. Das deutet möglicherweise auf 
eine andere, indirekte Wirkungsweise des Phosphats hin. Denkbar wäre aber auch, dass 
schwarze Hefen in der Lage sind, Phosphat sehr schnell als Polyphosphat intrazellulär einzu-
lagern und dieses bei Kohlenstoffknappheit als ATP-Substituent zu nutzen (Kornberg et al. 
1999). Dennoch reicht nach Lage der Dinge ein erhöhter Phosphatgehalt allein nicht aus, um 
eine massenhafte Vermehrung der schwarzen Biofilme auszulösen. 
Die experimentell ermittelten Schwellenwerte für eine wachstumsfördernde Wirkung bei den 
untersuchten Pilzspezies bei ausreichender Kohlenstoffkonzentration reichten für ortho-
Phosphat und für poly-Phosphat von 0,06 - 2,00 mg P / L. Bei Exophiala lecanii-corni wur-
den Werte von 0,25 mg P / L ortho-Phosphat und 0,50 mg P / L poly-Phosphat ermittelt, die 
ein deutlich verstärktes Wachstum erlauben. Diese gefundenen Werte passen sehr gut zu der 
in vivo beobachteten Entwicklung schwarzer Biofilme, die in der Regel in Versorgungsgebie-
ten mit einer zudosierten Phosphatkonzentration von mindesten 1,0 - 3,5 mg /L PO4
3-
 (≈ 0,3 – 
1,8 
 
mg P / L) auftrat. In der Liste der Aufbereitungsstoffe und Desinfektionsverfahren gemäß 
§11 der aktuellen Trinkwasserverordnung in der Fassung von 2011 (Umweltbundesamt 2011), 
ist die zulässige Zugabe von Phosphaten mit 2,2 mg P / L (6,7 mg/L PO4
3-
) angegeben und ist 
damit deutlich größer als die für die Biofilmbildung nötigen Phosphatkonzentrationen. 
Beim Vergleich des Wachstums der eingesetzten Pilzspezies mit ortho- und poly-Phosphat 
ergab sich für das poly-Phosphat in der Tendenz eine leicht schlechtere Verwertbarkeit. Die in 
den Wachstumskinetiken erhaltenen Werte für maximales Wachstum (in nephelometrischen 
Einheiten) bei gleichen Phosphatkonzentrationen der beiden Phosphatspezies lagen aber mit-
unter im Bereich der Standardabweichungen. Daher kann keine eindeutige Aussage zu einer 
besseren Verwertbarkeit des ortho-Phosphats nicht getroffen werden. Zur Klärung dieser Fra-
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ge müssten weitere Untersuchungen zur möglichen Substitution von ortho-Phosphat durch 
poly-Phosphat als Möglichkeit zur Vermeidung der Biofilmbildung durchgeführt werden. 
Als Handlungsempfehlung ergibt sich aus den hier durchgeführten Untersuchungen generell 
die Überprüfung der dosierten Phosphatkonzentrationen und gegebenenfalls deren Anpas-
sung. Insbesondere bei dezentralen Dosieranlagen für Korrosionsinhibitoren sollte auf eine 
adäquate, behutsame Phosphat-Dosierung geachtet werden, um die Gefahr einer entsprechen-
den Biofilmbildung zu verringern. 
 
 
V.4.3 Organischer Kohlenstoff 
Wie die meisten europäischen Trinkwässer ist das Trinkwasser in den untersuchten Versor-
gungsgebieten mit einem Gesamtkohlenstoffgehalt (TOC) von < 0,4 mg/L relativ arm an or-
ganischem Kohlenstoff. Bei kohlenstoffarmen Trinkwässern aus Finnland, die aus Grundwas-
ser gewonnen wurden, wurde ein durchschnittlicher TOC von 0,7 mg/L ermittelt, während in 
der gleichen Studie Trinkwässer aus Oberflächengewässern einen TOC von durchschnittlich 
3,1 mg/L aufwiesen (Miettinen et al. 1997). Kohlenstoff ist in den untersuchten Versorgungs-
gebieten also vermutlich wachstumslimitierend für Mikroorganismen im Trinkwasser, da die 
Konzentration biologisch verwertbaren Kohlenstoffs (AOC) nochmals deutlich kleiner sein 
dürfte. Unter dieser Voraussetzung ist der Einsatz von Korrosionsinhibitoren auf Phosphatba-
sis als unkritisch zu bewerten. 
Alternative Kohlenstoffquellen könnten in der Raumluft der Badezimmer und Küchen vor-
kommen. Flüchtige organische Verbindungen aus Kosmetika, Desinfektions- und Reini-
gungsmitteln können an den kalten, wasserbenetzten Installationsmaterialien kondensieren, 
wo sie biochemisch versatilen und in der Regel fakultativ oligotrophen Mikroorganismen, wie 
zum Beispiel dem Bakterium Pseudomonas aeruginosa, als Kohlenstoffquelle dienen können 
(Poynter, Mead 1964). Auch schwarze Hefen gelten als fakultativ oligotroph (de Hoog et al. 
2011b) und neben anderen Arten kann Exophiala lecanii-corni dabei selbst schwer abbaubare 
Substrate, wie Styrol oder Toluol (Cox et al. 1996; Woertz et al. 2001) als einzige Energie- 
und Kohlenstoffquelle nutzen. Weiterhin besitzt E. lecanii-corni die Fähigkeit, auf bei der 
Ethanol-Produktion abfallenden Substraten, und besonders Essigsäure, doppelt so schnell zu 
wachsen, wie die Hefe Saccharomyces cerevisiae (Pirnie-Fisker, Woertz 2006). Diese Eigen-
schaft könnte die dominante Rolle von E. lecanii-corni in den schwarzen Biofilmen (Kapitel 
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III Biofilm-Analyse) sehr gut erklären, da Essigsäure häufig zum Entfernen von Kalkablage-
rungen im Sanitärbereich eingesetzt wird. 
Die durchgeführten Untersuchungen beschränkt sich auf die Mikroorganismen leicht ver-
stoffwechselbare Verbindungen Essigsäure und Ethanol, wie sie in zahlreichen Desinfektions- 
oder Reinigungsmitteln vorkommen und ist, da sie auch auf Exophiala lecanii-corni be-
schränkt wurde, eher orientierender Natur. Die Resultate zeigen aber, dass es zwischen größe-
ren Konzentrationen mit desinfizierendem Effekt und einer Konzentration ohne begünstigen-
den Effekt, einen Bereich gibt, in dem Exophiala lecanii-corni die jeweilige Verbindung als 
Energie- und Kohlenstoffquelle nutzen kann. Immerhin wird im Vergleich zur Glukose als 
Kohlenstoffquelle in beiden Fällen halbmaximales Wachstum erreicht. Dieser Effekt ist ver-
mutlich auch auf die besonderen Stoffwechseleigenschaften von Exophiala lecanii-corni (Pir-
nie-Fisker, Woertz 2006) zurückzuführen. Das relativ starke Wachstum in den jeweiligen 
Kontrollen ist vermutlich auf den Einsatz von TWEEN 80
®
 zurückzuführen, der nötig war, 
um ein Aggregieren der Pilzhyphen in den Mikroplatten zu verhindern, gleichzeitig allerdings 
auch eine potentielle Kohlenstoffquelle darstellt. Deshalb sollte die TWEEN 80
®
-
Konzentration in zukünftigen Experimenten reduziert und optimiert werden. Grundsätzlich ist 
die Methode aber aufgrund ihres hohen Durchsatzes sehr geeignet für Screenings möglicher 
Kohlenstoffquellen bei filamentös wachsenden Pilzen, welche als weiterführende Experimen-
te sinnvoll wären (v.a. Aromakomponenten von Kosmetika, Raumluftsprays, Reinigern u.a.). 
Inwieweit andere Stoffgruppen als Energie- und Kohlenstoffquelle genutzt werden können, 
muss aber Gegenstand zukünftiger Untersuchungen bleiben. 
Möglicherweise kann die Biofilmbildung durch Substitution der Essigsäure durch Zitronen-
säure bei der Entfernung von Kalkablagerungen im Sanitärbereich vermieden werden, da zu-
mindest der Ex-Typus Stamm CBS 123.33 von Exophiala lecanii-corni, Zitronensäure nicht 
verwerten kann (de Hoog et al. 2011a). Da sich die physiologischen Leistungsprofile schwar-
zer Hefen mitunter aber auch innerhalb einer Spezies variabel zeigen (Zeng et al. 2008), sollte 
überprüft werden, ob das auch für die aus den schwarzen Biofilmen isolierten Stämme gilt. 
Zusammenfassend legen die Ergebnisse die Minimierung des Einsatzes von Reinigungs- und 
Desinfektionsmitteln auf Basis von Alkoholen und organischen Säuren nahe, da diese selbst 
als Nährstoffquelle für die schwarzen Hefen fungieren könnten. Weiterhin kann ausreichendes 
Lüften betroffener Räume dazu beitragen, den Kohlenstoffgehalt der Raumluft zu senken. 
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VI WACHSTUMSINHIBITION UND ABTÖTUNG DER 
PILZARTEN IN DEN SCHWARZEN BIOFILMEN 
 
VI.1 Einleitung 
Neben den im Rahmen dieses Forschungsvorhabens behandelten Aspekten der Herkunft, der 
Zusammensetzung sowie der dem Wachstum förderlichen Faktoren der schwarzen Biofilme 
stellt deren Bekämpfung einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit dar. 
Die beobachteten schwarzen Beläge stellten sich in der Regel als sehr hartnäckig heraus und 
bildeten sich nach rein mechanischem Entfernen innerhalb weniger Wochen in ähnlicher 
Ausprägung neu. Die üblichen Schimmelpilzentferner auf Wasserstoffperoxid- oder Hypoch-
lorid-Basis waren nach subjektivem Eindruck betroffener Kunden zwar wirksam, ihr Einsatz 
wird aber aufgrund der entstehenden geruchsintensiven und bei übermäßigem Gebrauch ge-
sundheitsschädlichen Oxidationsprodukte häufig abgelehnt. Die korrosiven Eigenschaften 
dieser Mittel beanspruchen bei regelmäßiger Anwendung zudem die Installationsmaterialien 
stark. Erprobte organische Desinfektionsmittel auf Basis organischer Säuren oder Alkoholen 
kommen ebenfalls nur eingeschränkt in Betracht, da sie leicht flüchtig sind und deshalb von 
den Pilzen über die Luft gut als Energie- und Kohlenstoffquelle nutzbar sind (siehe auch Ka-
pitel V). Damit stellen sie eher einen Teil des Problems dar und nicht dessen Lösung. Daraus 
resultiert der Bedarf nach einer effizienten aber materialschonenden Methode zur Abtötung 
der schwarzen Biofilme, die nachhaltig neues Wachstum verhindert, und es nicht als Kohlen-
stoff- und Energiequelle begünstigt. Die Stoffgruppe der Tenside, deren biozide Wirkung auf 
dem Auflösen der Zellmembranen und der Denaturierung von Proteinen beruht (Woldringh, 
van Iterson 1972) und deren Wirksamkeit bei Candida-Spezies nachgewiesen wurde (Nett et 
al. 2008), erfüllt weitgehend diese gewünschten Anforderungen. Da sie im Laborbereich An-
wendung in der Protein-Elektrophorese finden und deshalb leicht verfügbar sind, war es nahe-
liegend, das anionische Tensid Natriumdodecylsulfat (SDS) sowie das kationische Tensid 
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) bezüglich ihrer bioziden Wirkung auf die wichtigs-
ten in den Biofilmen nachgewiesenen Spezies näher zu untersuchen (Abb.VI-1). 
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Abbildung VI-1: A: Strukturformel, anionisches Tensid, Natriumdodecylsulfat (SDS); B: Struk-
turformel, kationisches Tensid, Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) 
Struktuerformeln erstellt mit ACD/ChemSketch (Freeware, Version 12.01). 
 
Die Wirksamkeit der Tenside bei der Abtötung von Pilzen wurde zunächst mittels laser-
nephelometrisch aufgenommener Wachstumskurven in einem Screening mit der Wirksamkeit 
anderer Biozid-Stoffklassen verglichen. Sowohl SDS als auch CTAB zeigten dabei eine gute 
biozide Wirkung gegen die getesteten Pilzspezies bei praktikablen Konzentrationen. Basie-
rend auf dieser Erkenntnis und aufgrund seiner - gegenüber CTAB - geringeren Toxizität und 
Umweltschädlichkeit wurden mit SDS, das breite Anwendung in Spül- und Waschmitteln 
sowie in Zahnpasta findet, weitere detaillierte Hemmkurven aufgenommen. Zusätzlich zur 
Wachstumshemmung wurde die Abtötung von in vitro erzeugten Biofilmen überprüft, wobei 
die Erfolgskontrolle sowohl kulturell als auch per Fluoreszenzfärbung erfolgte. 
Um konkrete Handlungsempfehlungen für Trinkwasserkunden abgeben zu können, wurden 
dabei praktikable Wirkstoffkonzentrationen sowie Einwirkzeiten ermittelt. 
  
A B 
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VI.2 Material und Methoden 
 
VI.2.1 Biozid-Screening 
VI.2.1.1 Stämme 
An einer Auswahl von acht Pilzstämmen - sechs typische Isolate aus Biofilmen bzw. Trink-
wasser und zwei medizinisch relevanten Stämmen (Abb.VI-2) - wurde zunächst die wachs-
tumshemmende Wirkung von elf Bioziden in Rahmen eines Screenings anhand von laser-
nephelometrisch aufgenommenen Wachstumskurven überprüft. 
 
 
Abbildung VI-2: Eingesetzte Pilzstämme 
(A) Alternaria sp., Stamm R438, Trinkwasser; (B) Candida albicans, Stamm GHP 4107, Patient; (C) Cladospo-
rium halotolerans, Stamm R360, Strahlregler; (D) Exophiala dermatitidis, Stamm GHP 195, Chromomykose; 
(E) E. equina, Stamm R543, Strahlregler; (F) E. lecanii-corni, Stamm GHP 3335, WC-Spülkasten; (G) Fusarium 
oxysporum, Stamm R148, Strahlregler; (H) Ochroconis mirabilis, Stamm R100, Waschmaschine, Dosierfach; 
Alle: 14 Tage, Raumtemperatur, Sabouraud 2% Glukose Agar 
 
 
VI.2.1.2 Medium, Biozide und Ansatz 
Pro Wirkstoff und Stamm wurden vier Konzentrationen im Doppelansatz getestet. Alle An-
sätze wurden mit 0,2 x Sabouraud 2% Glukose-Bouillon (BD Difco) als Basis-Medium 
durchgeführt. Ausgehend von je einer Stammlösung mit den in Abbildung VI-3 angegebenen 
Anfangskonzentration in % (alle: Merck) wurden jeweils drei weitere Verdünnungsstufen 
A B C D 
E F G H 
1 cm 
1 cm 1 cm 1 cm 
1 cm 1 cm 
1 cm 
1 cm 
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(1:10) hergestellt. Je 200 µL der Verdünnungen wurden nach Sterilfiltration zweifach in die 
Kavitäten einer 96-well Mikroplatte mit Flachboden (CELLSTAR
®
, F-type, Greiner Bio-One, 
Solingen, BRD) pipettiert. Abbildung VI-3 zeigt die Belegung der Mikroplatte. 
 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A SDS Ethanol Glyoxal 
B 1,00% 0,10% 0,01% 0,001% 10% 1% 0,10% 0,01% 2% 0,20% 0,02% 0,002% 
C CTAB 1-Propanol Essigsäure 
D 0,10% 0,01% 0,001% 0,0001% 10% 1% 0,10% 0,01% 10% 1% 0,10% 0,01% 
E 
Kupfer(II)-sulfat 2-Propanol Zitronensäure 
F 0,10% 0,01% 0,001% 0,0001% 10% 1% 0,10% 0,01% 5% 0,50% 0,05% 0,01% 
G Natriumhypochlorit Wasserstoffperoxid Kontrolle 
H 1,00% 0,10% 0,01% 0,001% 2% 0,15% 0,015% 0,0015% Blank 
Abbildung VI-3: Biozid-Screening, Belegung der Mikroplatte, Doppelansatz 
 
 
VI.2.1.3 Gewinnung des Inokulums,Ansatz, Messung und Datenvearbeitung 
Die Gewinnung des Inokulums, die nephelometrische Messung und die Verarbeitung der 
Rohdaten wurden wie unter V.2.1.2, V.2.1.4 und V.2.1.5 beschrieben durchgeführt. 
 
 
VI.2.2 Wachstumsinhibition durch SDS 
VI.2.2.1 Stämme, Medium, Inokulum und Messung 
An den acht ausgewählten Pilzstämmen (siehe Screening, Abb.VI-2) wurde im Folgenden die 
wachstumshemmende Wirkung von SDS detailliert überprüft. Hierzu wurden ebenfalls laser-
nephelometrischer Messungen (Nephelostar Galaxy, BMG-Labtech) durchgeführt. 
Ausgehend von einer 0,2 x Sabouraud 2% Glukose-Bouillon (BD Difco) mit 1% SDS (Sodi-
um Dodecyl Sulfate = Natriumlaurylsufat, Merck) wurden zehn Verdünnungsstufen (1:1) von 
0,5% bis 0,001% hergestellt. 
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Je 200 µL der Verdünnungen und 0,2 x Sabouraud 2% Glukose-Bouillon (BD Difco) für den 
Leerwert und die Kontrolle wurden nach Sterilfiltration achtfach in die Kavitäten einer 96-
well Mikroplatte mit Flachboden (CELLSTAR®, F-type, Greiner Bio-One) pipettiert.  
Die Vorgehensweise und alle Einstellungen, wie auch die Gewinnung des Inokulums und die 
Verarbeitung der Rohdaten, entsprachen dabei den unter V.2.1.2, V.2.1.4, V.2.1.5 beschriebe-
nen Verfahren. Bei Alternaria sp. wurde die Messung auf 96 Messzyklen verlängert und bei 
Ochroconis mirabilis auf 96 Messzyklen verkürzt. 
 
 
VI.2.3 Abtöten ausgewählter Pilzstämme durch SDS 
VI.2.3.1 Stämme und Anzucht 
Die Stämme (siehe Screening, Abb.VI-2) wurden bei Raumtemperatur für mindestens zwei 
Wochen auf Sabouraud 2% Glukose Agar (Bio-Rad) kultiviert. Jeweils eine Impföse mit Bi-
omasse wurde danach in ein 30 mL Kulturröhrchen (Sarstedt) mit 10 mL Sabouraud 2% Glu-
kose-Bouillon (BD Difco) überführt und bei Raumtemperatur unter Schwenken (Polymax 
2040, Heidolph, Schwabach, BRD) inkubiert. 
 
 
VI.2.3.2 SDS-Behandlung und Ausplattieren 
Nach 14 Tagen wurde die Biomasse, soweit möglich, mit einer Impföse von der Gefäßwand 
gekratzt. Bei hefeartigem Wachstum wurde die Zellsuspension abzentrifugiert. Jeweils etwa 
eine Impföse mit Biomasse wurde für 12 Stunden bei Raumtemperatur in 0,9% NaCl-Lösung 
mit SDS-Konzentrationen von jeweils 2,5% und 5,0% sowie in reiner Kochsalzlösung als 
Kontrolle inkubiert. Die gesamte Biomasse wurde einmal in 0,9% NaCl gewaschen, in 5 mL 
0,9% NaCl-Lösung aufgenommen und dann mittels Ultraturrax (IKA, Staufen, BRD) dreimal 
für 1 min disruptiert. Anschließend wurde 1 mL der erhaltenen Suspension im Doppelansatz 
auf Sabouraud-Agar (Bio-Rad) ausplattiert und für 14 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. 
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VI.2.4 Abtöten von künstlich erzeugten E. lecanii-corni Biofilmen durch SDS 
VI.2.4.1 Anzucht der künstlichen Biofilme 
Zur Gewinnung von künstlichen Biofilmen (Abb.VI-4) wurde zunächst eine Sporensuspensi-
on mit E. lecanii-corni Stamm GHP 3335, wie unter V.2.1.2 beschrieben, hergestellt. Zu 10 
mL Sabouraud 2% Glukose-Bouillon (BD Difco) in einem 30 mL Kulturröhrchen (Sarstedt) 
wurde zunächst ein abgeflämmtes Deckglas gegeben (18x18mm, Menzel, Braunschweig, 
BRD). Dann wurden 500 µL der unverdünnten Sporensuspension hinzu pipettiert. Die Kul-
turröhrchen wurden liegend auf einem Taumelschüttler (Polymax 2040, Heidolph) fixiert und 
dann 14 Tage unter Schwenken mit 20 rpm bei Raumtemperatur inkubiert. 
 
 
Abbildung VI-4: Mit E. lecanii-corni künstlich gezüchteter Biofilm auf Deckglas 
 
 
 
VI.2.4.2 SDS-Behandlung und Kontrollen 
Die Biofilme wurden dann auf dem Deckglas für 12 Stunden bei Raumtemperatur in 0,9% 
NaCl mit SDS-Konzentrationen von 1%, 2,5% und 5,0% sowie in reiner Kochsalzlösung als 
Kontrolle inkubiert. Ein Biofilm, der als Tot-Kontrolle diente, wurde vor dem Anfärben für 
15 min bei 100°C inkubiert. Dann wurden alle Biofilme mit 0,9% NaCl abgespült. Zur Über-
prüfung der Methode wurden Lebend- und Tot-Kontrollen mit einer Suspension von Candida 
albicans durchgeführt. 
 
  
1 cm 
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VI.2.4.3 Fluoreszenzfärbung 
Die Färbung erfolgte mit einem LIVE/DEAD
®
 Yeast Viability Kit (Molecular Probes, Euge-
ne, USA), das zwei Farbstoffe enthält: Calcofluor White, ein fluoreszierendes Stilbenderivat, 
das in das Chitin der Zellwände interkaliert und diese weißblau-fluoreszierend einfärbt (Har-
rington, Raper 1968) und FUN1, ein membrangängiger Farbstoff, der an Nukleinsäuren bin-
det und grüngelb fluoresziert. In lebenden Zellen bilden sich nach angemessener Inkubations-
zeit aufgrund biochemischer Aktivität in den Vakuolen sogenannte CIVS (cylindrical intrava-
cuolar structures) aus, deren Fluoreszenzemission ins Rote verschoben ist (Millard et al. 
1997). 
Zu 10 mL auf 30°C vorgewärmter Sabouraud 2% Glukose-Bouillon (BD Difco) in einem 30 
mL Kulturgefäß (Sarstedt) wurden 6,0 µL der FUN1 (10mM) Lösung und 20 µL Calcofluor-
Lösung (5 mM) pipettiert. Die mit SDS behandelten Biofilme wurden jeweils in ein Kulturge-
fäß gegeben und für 3 Stunden bei 30°C im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurden 
sie einmal mit 0,9% NaCl-Lösung abgespült und anschließend unter dem Fluoreszenzmikro-
skop (DMRB, Leica Leitz Wetzlar, BRD) betrachtet. Bei 200 facher Vergrößerung wurden 
mit zwei Filtersätzen jeweils Aufnahmen der Calcofluorfärbung (Leica I3; Anregungsfilter: 
450-490 nm, Sperrfilter: 515 nm, Strahlteiler: 510 nm) und anschließend der FUN1-Färbung 
(Leica G/R; Anregungsfilter: 490/20 nm, 575/30 nm; Sperrfilter: 525/20 nm, 635/40 nm; 
Strahlteiler: 505 nm, 600 nm) gemacht (Abb. VI-15, VI-16).  
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VI.3 Ergebnisse 
VI.3.1 Biozid-Screening – Nephelometer 
Im Screening stellten sich, wie zu erwarten, die stark oxidierenden Chemikalien Natriumhy-
pochlorid und Wasserstoffperoxid als sehr wirksame Wachstumsinhibitoren heraus. Schon 
Konzentrationen von jeweils 0,015% führten zu einer kompletten Wachstumsinhibition. Die 
Tenside CTAB und SDS inhibieren das Wachstum bei Konzentrationen von 0,01% bzw. 
0,1%. Einzige Ausnahme war hierbei der Stamm F. oxysporum R148, der sein Wachstum erst 
ab einer Konzentration von 1% SDS einstellte. Essigsäure und Kupfer(II)-sulfat führten je-
weils bei einer Konzentration von 1% ebenfalls zur totalen Inhibition des Wachstums. Zur 
vollständigen Inhibition des Wachstums waren auch relativ hohe Konzentrationen von Zitro-
nensäure und Glyoxal erforderlich (5% bzw. 2%). Bei Alkoholen war eine Konzentration von 
10% erforderlich, um eine vollständige Hemmung des Wachstums aller getesteten Pilzspezies 
zu erhalten. SDS und CTAB zeigten demnach eine gute biozide Wirkung gegen die getesteten 
Pilzspezies bei kleinen Konzentrationen, die beim Einsatz als Biozid in Innenräumen unbe-
denklich erscheinen (Abb.VI-5). 
 
 
 
Abbildung VI-5: Minimale Biozid-Konzentration [Gew.%], die zu einer vollständigen Wachstumsin-
hibition führen; Screening, Doppelbestimmung, Mittelwert , 0,2 x Sabouraud Bouillon, 3d, RT 
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VI.3.2 Wachstumsinhibition durch SDS 
Aufgrund der Befunde des Screenings, seiner guten Verfügbarkeit sowie seiner im Vergleich 
zum CTAB geringeren Schädlichkeit wurden mit SDS detaillierte Wachstumskurven aufge-
nommen. In der Abbildung VI-6a-b (S.135-136) sind die Ergebnisse der laser-
nephelometrischen Messungen dargestellt. 
Bei allen Messungen konnten aussagekräftige Wachstumskurven erhalten werden. Die wich-
tigsten Ergebnisse fasst Tabelle VI-2 zusammen. 
 
Tabelle VI-1: Minimale SDS-Konzentrationen mit vollständiger Wachstumsinhibition 
 
 
SDS führt schon bei einer Konzentration von 0,5% zu einer sicheren und vollständigen 
Wachstumsinhibition aller untersuchten Pilzspezies, wobei Fusarium oxysporum Stamm 
R148, die größte Widerstandsfähigkeit aller getesteten Pilz-Stämme besitzt. Das Wachstum 
der getesteten Stämme von E. lecanii-corni und den anderen untersuchten Exophiala-Spezies 
sowie das von Alternaria sp. Stamm R438 wird bereits bei einer Konzentration von 0,031% 
vollständig unterbunden. 
Spezies  Stammnummer  
SDS Konzentration mit vollständiger 
Wachstumsinhibition 
     
Alternaria sp.  R438  0,031% 
     
Candida albicans  GHP4107  0,250% 
     
Cladosporium halotolerans  R360  0,063% 
     
Exophiala dermatitidis  GHP195  0,031% 
     
Exophiala equina  R543  0,031% 
     
Exophiala lecanii-corni  GHP3335  0,031% 
     
Fusarium oxysporum  R148  0,500% 
     
Ochroconis mirabilis  R100  0,063% 
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Abbildung VI-6a: Wachstumsinhibition bei unterschiedlichen SDS-Konzentrationen, nephelometrische Messung, 0,2 x Sabouraud-Bouillon, achtfach; (A) Al-
ternaria sp. R438, 96h, 25°C; (B) Candida albicans GHP 4107, 48h, 30°C, (C) Cladosporium halotolerans R360, 72h, 30°C, (D) Exophiala dermatitidis GHP 195, 
72h, 30°C 
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Abbildung VI-6b: Wachstumsinhibition bei unterschiedlichen SDS-Konzentrationen 
nephelometrische Messung, 0,2 x Sabouraud-Bouillon, achtfach; (E) Exophiala equina R543, 72h, 30°C; (F) Exophiala lecanii-corni GHP3335, 72h, 30°C, (G) 
Fusarium oxysporum R148, 72h, 30°C, (H) Ochroconis mirabilis R100, 96h, 30°C 
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VI.3.3 Abtöten ausgewählter Pilzstämme durch SDS 
Alternaria sp., C. albicans, C. halotolerans, E. equina, E. dermatitidis, E. lecanii-corni, F. 
oxysporum und O. mirabilis zeigten nach 12 h Koinkubation mit SDS-Lösungen mit Konzent-
rationen von 2,5% und 5 % und anschließender 14 tägiger Bebrütung bei RT kein Wachstum 
auf Sabouraud 2% Glukose Agar (Bio-Rad) (Abb.VI-7, Tab.VI-3). 
 
 
Abbildung VI-7: Abtöten mit SDS am Beispiel von Cladosporium halotolerans Stamm R360 
Doppelansatz nach 12h Inkubation in SDS-Lösungen (NaCl 0,9%) und 14 Tagen Wachstum bei RT auf 
SGA; Reihenfolge jeweils von links nachs rechts: Kontrolle, 2,5% SDS, 5% SDS 
 
 
 
Tabelle VI-2: Wachstum verschiedener Pilzspezies nach 12 stündiger Behandlung mit 2,5% 
bzw. 5% iger SDS-Lösung auf Sabouraud Glukose Agar bei Raumtemperatur, 14d 
         
Spezies  Stamm  Kontrolle  2,5% SDS  5,0% SDS 
         Alternaria sp.   R438  +  -  - 
         Candida albicans  P4107  +  -  - 
         Cladosporium halotolerans  R360  +  -  - 
         Exophiala dermatitidis  P195  +  -  - 
         Exophiala equina  R543  +  -  - 
         Exophiala lecanii-corni  P3335  +  -  - 
         Fusarium oxysporum  R148  +  -  - 
         Ochroconis mirabilis  R100  +  -  - 
         
 
 
1 cm 
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VI.3.4 Abtöten in vitro generierter E. lecanii-corni Biofilme durch SDS 
Abbildung VI-8 zeigt die Ergebnisse der Kontrollexperimente. Jeweils links ist die Anfärbung 
mit FUN1 zu sehen, während auf der rechten Seite dieselben Zellen mit Calcofluor angefärbt 
abgebildet sind. Die Abbildungen VI-8 A und VI-8 B zeigen einige mittels des LIVE/DEAD
®
 
Kits angefärbte lebende Zellen von Candida albicans. Die deutlich abgegrenzten rötlich fluo-
reszierenden Strukturen, sogenannte CIVS (cylindrical intra-vacuolar structures), sind im 
Zellinneren gut zu erkennen (VI-8 A). Die Abbildungen VI-8 C und VI-8 D hingegen zeigen 
tote Zellen, die nach Anfärben mit FUN1 nur grünlich fluoreszieren. 
Analog dazu ist in den Abbildungen VI-8 E und VI-8 F lebendes, bzw. in den Abbildungen 
VI-8 G und VI-8 H, totes Myzel von Exophiala lecanii-corni zu sehen. Auch hier sind in den 
lebenden Hyphen (Abb. VI-8 E) klar die rötlich fluoreszierenden, abgegrenzten CIVS zu er-
kennen, die in den abgestorbenen Hyphen fehlen (Abb. VI-8 G). 
 
 
Abbildung VI-8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Hefezellen und Myzel der Kontrollex-
perimente 
jeweils links FUN1 und rechts Calcofluor gefärbt; (A;B): C. albicans Lebend-Kontrolle, (C,D): C. albicans Tot-
Kontrolle, (E,F) E. lecanii-corni Lebend-Kontrolle, (G,H): E. lecanii-corni Tot-Kontrolle, 200 fach, Leica Leitz 
DMRB, Wetzlar BRD; Filtersätze – Calcofluor: Leica I3, FUN1: Leica G/R; alle Maßstabsbalken: 20 µm 
 
Unter den gegebenen Bedingungen führt die Behandlung mit 2,5% und 5% ige SDS-
Lösungen über 12 Stunden zu einer vollständigen Abtötung des künstlich erzeugten Biofilms 
(Abb.VI-9 A-D). Die 1% ige SDS-Lösung lieferte kein eindeutiges Ergebnis, da einige Zellen 
orange-rötlich eingefärbt wurden (Abb.VI-9 E). Als eindeutig lebend sind allerdings, wie aus 
den Kontrollen ersichtlich, nur die Zellen zu werten, die abgegrenzte, rot leuchtende CIVS 
innerhalb der Vakuolen ausbilden. Da das bei einer Behandlung mit 1%iger SDS-Lösung über 
20 µm 
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12 Stunden nicht der Fall war, kam es vermutlich ebenfalls zu einer vollständigen Abtötung 
(Abb. VI-9). 
 
 
Abbildung VI-9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der SDS-behandelten Biofilme 
jeweils links FUN1 und rechts Calcofuor gefärbt; (A;B) E. lecanii-corni: 5% SDS, 12h, (C,D) E. lecanii-corni: 
2,5% SDS, 12h, (E,F) E. lecanii-corni: 1% SDS, 12h, 200 fach, Leica Leitz DMRB, Wetzlar BRD; Filtersätze – 
Calcofluor: Leica I3, FUN1: Leica G/R; alle Maßstabsbalken: 20 µm 
 
 
 
 
  
20 µm 
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VI.4 Diskussion 
 
VI.4.1 Biozid-Screening 
Das zunächst durchgeführte Screening ergab für die beiden eingesetzten Tenside SDS und 
CTAB eine mit denen der anderen untersuchten Biozide vergleichbare, gute 
Wachstumshemmung. Da Alkohole und organische Säuren aufgrund ihres niedrigen 
Siedepunktes als potentielle Energie- und Kohlenstoffquelle für die biofilmbildenden Spezies 
in Frage kommen (Woertz et al. 2001; Pirnie-Fisker, Woertz 2006), erweisen sie sich als 
ungeeignete Mittel zur Abtötung der Biofilme (siehe Kapitel V, Wachstumsbedingungen). 
Der Einsatz von stark oxidierenden Mitteln, wie Wasserstoffperoxid oder 
Natriumhypochlorid, zur Abtötung der Biofilme wird von vielen Trinkwasserkunden 
aufgrund starker Geruchsbildung und der potentiellen Gefährdung durch entstehende 
Oxidationsprodukte abgelehnt. Zusätzlich kann der häufige Gebrauch dieser aggresiven Mittel 
zu erhöhtem Verschleiß der betroffenen Auslaufarmaturen führen. Die wachstumshemmende 
Wirkung von Silber- und Kupferionen auf Bakterien in Krankenhausinstallationen (Rohr et al. 
1999; Stout, Yu 2003) wurde ebenso beschrieben wie ihre Wirkung auf Pilze im gleichen 
Lebensraum (Pedro-Botet et al. 2007). Eine vollständige Wachstumsinhibition wurde im 
Screening-Ansatz für die untersuchten Pilzstämme allerdings erst bei einer Konzentration von 
ca. 1 g/L Kupfer(II)-sulfat beobachtet. Somit erwies sich im Screening auch der Einsatz von 
Kupferionen in Form von Kupfer(II)-sulfat als nicht praktikabel. Aufgrund seiner guten 
Wirksamkeit, der schonenden Wirkungsweise, der geringen gesundheitsschädlichen Wirkung 
und der guten Verfügbarkeit wurden mit SDS detailliertere Versuche durchgeführt. 
 
 
VI.4.2 Wachstumsinhibition und Abtötung durch SDS 
Die Aufnahme detaillierter Wachstumskurven bei unterschiedlichen SDS-Konzentrationen 
ergab eine zuverlässige Wachstumsinhibition aller acht getesteten Pilsstämme bei einer 
Konzentration von 0,5% SDS im Testmedium. Die Einwirkung einer SDS-Konzentration von 
2,5% über 12 Stunden reichte aus, um die Pilzstämme zumindest zu inaktivieren, wobei der 
Wirknachweis kulturell geführt wurde. Da aber nicht-kultivierbar nicht in allen Fällen einer 
Abtötung gleichzusetzen ist (Bogosian, Bourneuf 2001; Oliver 2005), wurden die Ergebnisse 
für Exophiala-lecanii-corni fluoreszenzmikroskopisch überprüft. Im Gegensatz zum Ausplat-
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tieren hat die Fluoreszenzfärbung dabei den Vorteil, Effekte direkt sichtbar zu machen, ohne 
den Umweg über die Kultivierung gehen zu müssen, die falschnegativen Ergebnisse erzeugen 
kann. 
Künstlich gezüchtete E. lecanii-corni Biofilme konnten mit einer 0,9% Kochsalzlösung mit 
einer SDS-Konzentration von 2,5% und einer Einwirkzeit von 12 Stunden zuverlässig 
abgetötet werden. Die Ergebnisse aus den kulturellen Ansätzen konnten also mittels Fluores-
zenzfärbung abgesichert werden. 
Als praxistaugliche Abhilfemaßnahme und Handlungsempfehlung wurde das Einsprühen 
betroffener Trinkwasserarmturen mit einer 2,5%igen SDS-Lösung und Einwirken über Nacht 
getestet.  
Mit SDS steht damit bei der Bekämpfung der schwarzen Biofilme eine materialschonende 
und offensichtlich praxistaugliche Alternative zu gängigen Reinigungsmitteln auf Chlor- oder 
Wasserstoffbasis zur Verfügung. 
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VII ZUSAMMENFASSENDE BETRACHTUNG 
 
VII.1 Anlass der vorliegenden Studie 
Anlass der vorliegenden Studie war das regelmäßige und wiederholte Auftreten schleimiger, 
dunkel pigmentierter Biofilme an den Zapfstellen von Trinkwasserinstallationen in zahlrei-
chen deutschen Trinkwasserversorgungsgebieten. Die Biofilme wurden bisher nie flächende-
ckend beobachtet, selbst bei baugleichen Wohnungen eines Wohnobjektes wiesen nur einzel-
ne Einheiten das Problem auf. Deutschlandweit sind seit 2001 vom TZW in Dresden 88 Fälle 
dokumentiert und statistisch analysiert worden (Wricke et al. 2011). Im Rahmen der vorlie-
genden Studie wurden bis Anfang 2012 insgesamt 72 Fälle bekannt von denen 25 in die Ana-
lyse des TZW Dresden (Wricke et al. 2011) einflossen. 
Bei den betroffenen Trinkwassernutzern führen die schwarzen, schleimigen Biofilme zu gro-
ßen Beeinträchtigungen in ihrer Lebensqualität durch Ekel und Unbehagen gegenüber dem 
Trinkwasserkonsum sowie aus Furcht vor gesundheitlichem Schaden. Letzteres gilt insbeson-
dere, wenn hygienisch sensible Bereiche wie Arzt- und Zahnarztpraxen betroffen sind. Die 
durch melanisierte schwarze Hefen aus der Familie der Herpotrichiellaceae verursachten 
schwarzen Beläge erweisen sich als sehr hartnäckig und bilden sich nach mechanischem Ent-
fernen innerhalb weniger Wochen neu aus. Das massenhafte Wachstum findet dabei an Was-
ser-/Luft-Grenzflächen von Strahlreglern und Duschköpfen sowie WC-Spülkästen statt. 
Ziel der vorliegenden Studie war die mykologische Spezies-Identifizierung der biofilmbilden-
den Pilze sowie die Einschätzung ihres pathogenen Potentials. Die Untersuchungen zielten 
weiterhin auf die Klärung der Eintragspfade und der die Massenvermehrung begünstigenden 
Randbedingungen. Eine detaillierte Analyse der beschriebenen Sachverhalte ist die Voraus-
setzung zur Etablierung präventiver und kurativer Handlungsempfehlungen für Versorgungs-
unternehmen, Kunden und Marktpartner. 
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VII.2 Entwicklung eines molekularbiologischen Identifizierungs-
Tools für Herpotrichiellaceae 
Die Gruppe der den Herpotrichiellaceae zugeordneten schwarzen Hefen und deren Verwand-
te umfasst neben vielen nicht-pathogenen Umweltspezies auch einige phylogenetisch sehr 
nahverwandte Pathogene (de Hoog et al. 2011a, Badali et al. 2011). Eine zuverlässige Spe-
zies-Identifizierung mittels konventioneller morphologischer (de Hoog et al. 1994) oder phy-
siologischer Analysen (Zeng, de Hoog 2008) gestaltet sich aber für diese Pilzgruppe äußerst 
schwierig. Die Möglichkeiten einer molekularen Identifizierung sind durch die Sequenzvaria-
bilität der Internal-Transcribed-Spacer Domäne, aufgrund von schwer zu sequenzierenden 
homopolymeren Regionen (Clarke et al. 2001), und wegen einer oft schlechten taxonomi-
schen Zuordnung der den in öffentlichen Datenbanken hinterlegten Sequenzen zugrundelie-
genden Organismen begrenzt (Nilsson et al. 2006). Kurze, auf der ITS2-rDNA basierende, 
Barcode-Identifier (27-50 bp) stellen hier eine Lösung dar. Ausgehend von gesicherten Ex-
Typus-Stamm-Sequenzen und solchen von authentischen Stämmen konnten 100 spezifische 
Barcode-Identifier beschrieben werden (Heinrichs et al. 2012). Die Benutzung der vorge-
schlagenen Barcode-Identifier brachte bei einer Datenbankabfrage in GenBank im Vergleich 
zum klassischen Ansatz, der die gesamte ITS-Sequenz verwendet, eine vierfache Steigerung 
der 100%-Sequenzübereinstimmungen und belegt damit eindrucksvoll das Potential der Bar-
code-Identifier. Insgesamt betrachtet, konnte ein hochpraktikables, verlässliches und kosten-
effektives Tool zur Differenzierung schwarzer Hefen und deren Verwandter entwickelt wer-
den (Heinrichs et al. 2012), das im Rahmen dieser Studie sukzessiv um Umweltspezies erwei-
tert wurde und grundlegend für die weiterführenden Untersuchungen war. 
 
 
VII.3 Mykologische Analyse – Exophiala lecanii-corni als Biofilm-
bildner 
Zur Ermittlung der Spezieszusammensetzung der dunkel pigmentierten Biofilme, wurde mit 
ausgewählten typischen Biofilmen (n=13) eine semi-quantitative Metagenomanalyse (Tag 
Encoded FLX Amplicon Pyrosequencing, TEFAP) der ITS2 Region durchgeführt, die auch 
den zuvor beschriebene Barcode-Identifier (Kapitel III) mit einschließt. Diese molekularbio-
logische Methode erlaubt unter bestimmten Bedingungen, die in einer Probe vorliegenden 
Konzentration einer DNA-Zielsequenz (ITS2) unterschiedlicher, verwandter Spezies semi-
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quantitativ zu erfassen (Amend et al. 2010), wobei der Vorteil in der Unabhängigkeit von 
kulturbasierten Verfahren liegt. Zur Kontrolle wurden die 13 in dieser Studie untersuchten 
Biofilme, parallel zum TEFAP, kulturell durch Ausplattieren auf SGA- und ECA-Medium (de 
Hoog, Haase 1993) analysiert. In 12 der 13 Biofilme wurde unabhängig von der angewandten 
Analysemethode Exophiala lecanii-corni nachgewiesen und stellte in 10 Biofilmen mit einem 
Anteil von bis zu > 99% auch die dominierende Art dar. Exophiala lecanii-corni ist also der 
Hauptverursacher der schwarz pigmentierten Biofilme. Gestützt wird diese Aussage durch die 
Versuche zur in vitro Biofilmbildung, bei denen nur Exophiala lecanii-corni und Ochroconis 
mirabilis unter den gegebenen Versuchsbedingungen überhaupt in der Lage war Biofilm zu 
bilden. Alternaria sp., Ochroconis sp. und Phoma herbarum wurden mittels TEFAP in jeweils 
einem Biofilm als anteilsmäßig dominante Art ermittelt. Fusarium oxysporum konnte in fünf 
der 13 analysierten Biofilme, zwar nicht dominant, aber ebenfalls in nennenswerten Anteilen 
(5-40%) nachgewiesen werden. Seltener bzw. mit geringem Anteil an den Biofilmen wurden 
Cladosporium halotolerans und Exophiala equina 1 nachgewiesen. Diese Spezies zeigten 
aber alle im Rahmen der in vitro Versuche keine Tendenz zur Biofilmbildung. Im Zuge der 
Untersuchung gelang die Ermittlung von Exophiala lecanii-corni als der für die Bildung 
schwarz pigmentierter Biofilme an Trinkwasserarmaturen hauptverantwortliche Pilzart. Die 
molekular-biologische Metagenomanalyse sowie die konventionelle Verfahrens-kombination 
aus selektiv-kultureller Isolation mit nachfolgender sequenzbasierter Identifizierung ergaben 
dabei weitgehend übereinstimmende Resultate, so dass sich das TEFAP des ITS2-Bereichs als 
erfolgsversprechende Methode zur semiquantitativen Analyse von Pilzen in Biofilmen erwies. 
 
 
VII.4 Bewertung der gesundheitlichen Risiken aufgrund einer 
Literaturrecherche 
Das weltweite Vorkommen der in den Biofilmen nachgewiesenen schwarzen Hefen in Bade-
zimmern wurde bereits mehrfach beschrieben (Nishimura et al. 1987; Hamada, Abe 2009; 
Lian, de Hoog 2010; Hamada, Abe 2010).
 
Exophiala lecanii-corni, E. equina, Ochroconis sp. 
(nicht gallopavum) und Pyrenochaeta unguis-hominis werden selten als Erreger von Haut- 
und Nagelinfektionen isoliert, können aber anscheinend aufgrund ihrer maximalen Wachs-
tumstemperatur von < 36°C nur äußerst selten tieflokalisierte Organmykosen beim Menschen 
hervorrufen. (Zeng et al. 2007; de Hoog et al. 2011a; Saunte et al. 2012). Fusarium spp. sind 
verbreitete Pflanzenpathogene, können allerdings auch systemische Infektionen bei stark im-
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munsupprimierten Patienten (z.B. bei Chemotherapie) auslösen (de Hoog et al. 2011a) und 
werden mit dem Auftreten von Keratitis bei Kontaktlinsenträgern in Verbindung gebracht 
(Imamura et al. 2008). Zudem sind Fusarium spp. bekannte Bildner von Mykotoxinen, über-
wiegend auf gelagertem Getreide (Placinta et al. 1999). Aufgrund der standortbedingten star-
ken Verdünnung durch das Trinkwasser dürften diese Toxine aber hier keine Rolle spielen. 
Andere Spezies, wie P. herbarum (Hunter et al. 1988; Beguin, Nolard 1996; Taskinen et al. 
1997) und Cladosporium spp. sind ubiquitär vorkommende Schimmelpilze, deren luftgetrage-
ne Sporen bekannte Allergene sind (Shelton et al. 2002; Fischer, Dott 2003; Horner et al. 
2004). Insgesamt gesehen ist das von den Biofilmen ausgehende Infektionsrisiko als gering 
einzuschätzen, so dass in der Regel weniger von einem hygienisch-infektiologischen als viel-
mehr von einem ästhetischen Problem auszugehen ist. 
 
 
VII.5 Retrograder Eintrag der für die Biofilmbildung verantwortli-
chen Pilzspezies 
Im Zuge der Untersuchungen gelang die Ermittlung von Exophiala lecanii-corni als hauptver-
antwortlicher Spezies für die Bildung schwarz pigmentierter Biofilme an Trinkwasserarmatu-
ren. Vergleichende Analysen der biofilmbildenden Pilze und der Trinkwasser-Pilzflora erga-
ben, dass der Eintrag dieser Spezies offensichtlich nicht durch das Trinkwasser erfolgt, da sie 
in keiner einzigen Probe aus dem Trinkwasserversorgungssystem nachgewiesen werden konn-
te. Ein retrograder Eintrag an die Armaturen ist auch deshalb hoch-wahrscheinlich, weil E. 
lecanii-corni unabhängig vom Auftreten schwarzer Biofilme regelmäßig in Abflüssen sanitä-
rer Einrichtungen nachgewiesen wurde, von wo über hochspritzende Wassertropfen bzw. Ae-
rosole mit Pilzelementen, analog zu Pseudomonas aeruginosa, sehr gut die Auslaufarmaturen 
erreicht werden können. Exophiala castellanii ist die häufigste schwarze Hefe im Trinkwas-
serversorgungssystem, spielte aber wie andere Exophiala-Spezies, die vor allem aus dem E. 
salmonis- und dem E. jeanselmei-Clade stammen und selten, in sehr geringen Konzentratio-
nen nachgewiesen wurden, in den Biofilmen keine entscheidende Rolle. Das gleiche gilt für 
Cadophora malorum, der in der vorliegenden Studie häufigsten Spezies im Versorgungssys-
tem. 
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VII.6 Ursachen für die Massenentwicklung 
VII.6.1 Phosphat 
Die Ursachen für die Massenentwicklung dunkel pigmentierter Biofilme sind offensichtlich 
multifaktoriell. Ein wichtiger Kofaktor ist der Phosphateintrag bei der Dosierung von Korro-
sionsinhibitoren, da die bekannt gewordenen und untersuchten Fälle ausschließlich in Versor-
gungsgebieten mit zentraler Phosphatdosierung lokalisiert wurden oder in Gebäuden mit einer 
eigenen dezentralen Phosphatdosierung auftraten. Durch nephelometrisch aufgenommene 
Wachstumskinetiken mit acht in den Biofilmen bzw. im „Lebensraum Badezimmer“ relevan-
ten Pilzstämmen konnten die Konzentrationen der wachstumsbegünstigenden Wirkung des 
Phosphats ermittelt werden. Exophiala lecanii-corni Stamm GHP 3335 zeigte im Ansatz mit 
ortho-Phosphat schon ab einer Konzentration von 0,25 mg P / L deutliches Wachstum. Im 
Ansatz mit poly-Phosphat wurde im Fall von E. lecanii-corni ab einer Konzentration von 0,5 
mg P / L deutliches Wachstum beobachtet.  
Die wachstumsfördernden Konzentrationen lagen bei Alternaria sp., C. halotolerans, F. 
oxysporum und O. mirabilis in einem ähnlichen Bereich. Candida albicans, E. dermatitidis 
und E. equina, benötigten für das Erreichen maximalen Wachstums deutlich mehr Phosphat 
(4 mg P / L, ortho-Phosphat, 8-16 mg P / L poly-Phosphat). 
Die Unterschiede der beiden eingesetzten Phosphorquellen, ortho-Phosphat und poly-
Phosphat, liegen mitunter im Bereich der Standardabweichung, so dass keine eindeutige Aus-
sage zu einer schwierigeren Bioverfügbarkeit des poly-Phosphats getroffen werden konnte. 
Die ermittelten Werte passen gut zu der in vivo beobachteten Entwicklung schwarzer Biofil-
me, die in Versorgungsgebieten mit einer zudosierten Phosphatkonzentration von mindesten 
0,3-1,8 
 
mg P /L auftrat. In der Liste der Aufbereitungsstoffe und Desinfektionsverfahren ge-
mäß §11 der Trinkwasserverordnung in der Fassung von 2011 (Umweltbundesamt 2011) ist 
die zulässige Zugabe von Phosphaten mit 2,2 mg P / L angegeben und ist damit deutlich grö-
ßer als die für die Biofilmbildung nötigen Phosphatkonzentrationen. Die in dieser Studie er-
mittelten wachstumsfördernden Phosphat-Konzentrationen bilden allerdings nicht die tatsäch-
lich an den Auslaufarmaturen vorherrschenden Bedingungen ab, sondern wurden unter La-
borbedingungen ermittelt, die eine optimale Versorgung der untersuchten Pilze mit Kohlen-
stoff gewährleisteten. 
Zur Vermeidung der Ausbildung der schwarz pigmentierten Biofilme an den Auslaufarmatu-
ren ist es insbesondere bei dezentral betriebenen Anlagen dennoch wünschenswert, die dosier-
te Menge von Phosphaten zu überprüfen, und wenn möglich, auf eine zur Korrosionsverhin-
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derung minimal notwendige Konzentration zu reduzieren. Der Phosphatgehalt des Wassers 
alleine hat jedoch keinen begünstigenden Effekt auf das Wachstum der Biofilme, deren Bil-
dung entscheidend vom Vorhandensein einer Kohlenstoffquelle als weiterem Kofaktor ab-
hängt. 
 
 
VII.6.2 Kohlenstoffquelle 
Da die schwarzen Hefen auch im Falle einer zentralen Phosphatdosierung nur in Einzelfällen 
und nicht flächendeckend auftreten, musste davon ausgegangen werden, dass nur ein ungüns-
tiges Zusammenspiel von verschiedenen Faktoren zu dem unerwünschten Massenauftreten 
führt. Hier ist neben der Phosphatkonzentration vor allem der Kohlenstoffeintrag in Form von 
flüchtigen, leicht verwertbaren, organischen Substanzen aus der Luft als wesentliche Ein-
flussgröße von Interesse. In zukünftigen Untersuchungen sollten daher entsprechende Kon-
zentrationsbestimmungen in betroffenen Haushalten durchgeführt werden. Installationsmate-
rialien sowie Aufwuchsflächen (siehe Tabelle V-2, Kapitel V Wachstumsbedingungen) schei-
nen keine entscheidende Rolle bei der Entstehung der schwarzen Biofilme zu spielen. Im Fal-
le von E. lecanii-corni konnte mittels laser-nephelometrisch aufgenommenen Wachstumski-
netiken gezeigt werden, dass Essigsäure und Ethanol, als gängige Bestandteile von Reini-
gungs- (Entkalker) und Desinfektionsmitteln in geringer Konzentration als einzige Energie- 
und Kohlenstoffquelle, zumindest theoretisch, genutzt werden können. Eine Begründung für 
die dominante Rolle von E. lecanii-corni in den analysierten Biofilmen liefert dieser orientie-
rende Teil der Untersuchung nicht, da Vergleichsdaten anderer Spezies fehlen. In der entspre-
chenden Literatur finden sich allerdings Hinweise darauf, dass E. lecanii-corni  über Stoff-
wechseleigenschaften verfügt, die unter den gegebenen Bedingungen unter Umständen den 
entscheidenden Wachstumsvorteil ausmachen könnten. Das gilt insbesondere für die sehr gute 
Verwertung von Essigsäure (Woertz et al. 2001; Pirnie-Fisker, Woertz 2006). 
 
 
VII.7 Wachstumsinhibition und Abtötung 
Reinigungsmittel auf Basis organischer Säuren oder Alkohol eignen sich nur bedingt zur Be-
kämpfung der schwarzen Biofilme, da sie von diesen als Kohlenstoffquelle genutzt werden 
können. Mittel auf Chlor- oder Peroxid-Basis sind zwar wirksam aber äußerst korrosiv. Auf 
der Suche nach schonenden Alternativen wurden nephelometrische Wachstumstests mit acht 
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Pilzisolaten aus Biofilmen oder Trinkwasser durchgeführt, die zeigten, dass zu einer vollstän-
digen Wachstumsinhibition aller untersuchten Pilzstämme offensichtlich schon eine SDS-
Konzentration von 0,5% ausreicht. Die Behandlung von mit E. lecanii-corni künstlich erzeug-
ten Biofilmen mit SDS und anschließende kulturelle Analyse bzw. Fluoreszenzfärben mit 
FUN1 bzw. ergab eine sichere Abtötung der Biofilme mit 2,5% SDS Lösung nach 12 Stunden 
Einwirkzeit. Mit dem Einsatz von SDS steht also eine schonende Alternative zu den aggressi-
veren Fungiziden auf Peroxid- oder Hypochlorid-Basis zur Verfügung. 
 
 
VII.8 Praktischer Nutzen der Studie 
Verunsicherungen bezüglich der potentiellen durch die Biofilme hervorgerufenen Gesund-
heitsgefährdung konnten weitgehend ausgeräumt werden. Erstmalig wurde im Rahmen dieser 
Studie die Besiedlungsdichte eines Trinkwassersystems mit Schwärzepilzen systematisch 
erfasst. Diese Daten können später zu Vergleichszwecken herangezogen werden. Erkenntnisse 
über Eintragspfade und die Untersuchungen zu potentiell wachstumsfördernden Faktoren 
(Korrosionsinhibitoren, Reinigungsmittel im Badezimmer) erlauben die Entwicklung von 
wirksamen Gegenmaßnahmen, um die Bildung von Biofilmen an Trinkwasserarmaturen zu 
verringern. Zur Vermeidung schwarzer Beläge sollte auf ausreichende Belüftung und den 
sparsamen Einsatz von organischen Mitteln geachtet werden. Insbesondere bei dezentralen 
Dosieranlagen für Korrosionsinhibitoren sollte auf eine adäquate, bedachtsame Phosphat-
Dosierung geachtet werden, um die Gefahr einer entsprechenden Biofilmbildung zu verrin-
gern. 
Zur Bekämpfung bietet sich zunächst mechanisches Reinigen und Auskochen betroffener 
Armaturteile oder aber deren Austausch an. Reiniger auf Essigsäure- sowie Alkoholbasis er-
weisen sich als ungeeignet, da sie als Nährstoffquelle für die Pilze dienen können. Chlor- und 
wasserstoffperoxidhaltige Mittel können stark korrosiv wirken und ihr ggf. unsachgemäßer 
Gebrauch stellt eine Gefährdung dar. Als praxistaugliche Abhilfemaßnahme und Handlungs-
empfehlung wurde der Einsatz einer 2,5%igen SDS-Lösung etabliert, der bei lokaler Behand-
lung die Pilze eines sichtbaren Biofilms abtötet. 
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